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 Receptor Sigma-1 (SIGMAR1, Sigma-1 Receptor) es una proteína celu-
lar  residente en el retículo endoplásmico con funciones poco caracterizadas, 
que se han asociado a un papel protectivo (anti-apoptótico) en diferentes condi-
ciones de estrés celular. Además, esta proteína une ciertas especies de lípidos 
y se considera que tiene un papel en el tráfico lipídico entre compartimentos de 
membranas. Los niveles incrementados de SIGMAR1 se han asociado a la inci-
dencia o malignidad de ciertos tipos de cáncer, mientras su disfunción se ha rel-
acionado con la patogénesis de ciertas enfermedades neurodegenerativas. Un 
trabajo previo de nuestro grupo ha revelado además un papel de SIGMAR1 en 
el inicio de la infección por el virus de la hepatitis C (HCV). Como continuidad 
de ese estudio, en esta tesis nos porpusimos investigar las funciones que medi-
an el papel proviral de SIGMAR1 en la infección por HCV a través de aproxima-
ciones basadas en hipótesis así como aproximaciones globales no sesgadas, 
con el objetivo de obtener nuevas nociones sobre eventos celulares poco con-
ocidos que sustentan las etapas tempranas de la infección, así como conocer 
los mecanismos moleculares que subyacen a las funciones de SIGMAR1 en 
dichos eventos. En primer lugar, y siguiendo las hipótesis derivadas de nuestro 
estudio inicial sobre SIGMAR1 en la infección de HCV, hemos explorado el pa-
pel de SIGMAR1 en la regulación de la respuesta innata antiviral frente a virus 
de RNA a través del estudio de sistemas modelo de la activación de la respues-
ta antiviral en células deficientes en SIGMAR1. Estos estudios  mostraron que 
SIGMAR1 tiene un papel regulador sobre la vía de los receptores tipo RIG-I 
(Retinoic acid - inducible gene I)-like receptor (RLRs), mediante la alteración de 
la formación/ disociación de los “signalosomas” de MAVS (Mitochondrial anti-
viral-signaling protein). Sin embargo, hemos comprobado que este papel en la 
regulación de la respuesta innata antiviral es independiente de su papel proviral 
en la infección por HCV. Los resultados previos de nuestro grupo indicaron que 
los niveles de SIGMAR1 son limitantes para un paso del ciclo viral posterior a la 
traducción primaria y conducente a la replicación de RNA viral. Para conocer el 
destino de las proteínas virales en este lapso, hemos estudiado la acumulación 
y localización de éstas tras su traducción en sistemas libres de replicación. 
Estos estudios evidenciaron que los componentes de la replicasa viral, NS3 y 
NS5A, pero no la proteína estructural core, se acumulan menos eficientemente 
en las células deficientes en SIGMAR1 respecto a sus controles, lo que sugiere 
que SIGMAR1 podría determinar el destino de proteínas de la replicasa viral, 
clave en la formación de complejos de replicación funcionales. Por último, he-






diferencial de células deficientes en SIGMAR1 y la caracterización proteómica 
de complejos purificados de una proteína de fusión de SIGMAR1, con el obje-
tivo obtener nuevas nociones sobre los mecanismos moleculares que subya-
cen a las funciones celulares y provirales de SIGMAR1. La integración de los 
datos obtenidos por estas diferentes aproximaciones apuntan a una función de 
SIGMAR1 en la reorganización del citoesqueleto y el transporte vesicular, que 
posiblemente involucra la distribución local de fosfoinosítidos en microdominios 
de membrana especializados en la biogénesis de vesículas cargo en asociación 
con proteínas relacionadas con el transporte entre el retículo endoplásmico y 
el aparato de Golgi. Esta noción sugiere que SIGMAR1 podría tener un papel 
en la biogénesis de compartimentos de membrana que sustentan la formación 
de los complejos de replicación de HCV funcionales. Además, la regulación 
dependiente de SIGMAR1 de la acumulación local de fosfoinosítidos, dado su 
impacto en la señalización celular, el transporte vesicular y el flujo autofágico, 
podría estar en la base de la asociación de la deficiencia de SIGMAR1 con el 








 Sigma-1 Receptor (SIGMAR1) is an endoplasmic reticulum-resident 
protein with poorly characterized molecular functions that has been proposed 
to play pro-survival functions under different stress conditions. As a lipid-bind-
ing protein SIGMAR1 is supposed to be involved in the traffic of different lipid 
species between membranous compartments. Increased SIGMAR1 expression 
correlates with malignancy in certain types of cancer, while its dysfunction is 
associated with pathogenesis in certain neurodegenerative diseases. Previous 
work from our group has revealed also a novel role of SIGMAR1 at the onset of 
hepatitis C virus (HCV) infection. As a consequence of the latter, in this Thesis 
we set out to investigate the functions underlying the proviral role of SIGMAR1 
in HCV infection through both mechanistic, hypotesis-based and unbiased glob-
al approaches, in an attempt to gain insight into the cellular processes taking 
place at very early stages of the infection as well as to learn new molecular 
mechanisms by which SIGMAR1 exerts its cellular functions. First, based on 
hypotheses derived from the initial study of SIGMAR1 role in HCV infection, 
we explored the role of SIGMAR1 in the regulation of innate antiviral response 
against RNA viruses through the study of model systems for the activation of 
antiviral responses in SIGMAR1-deficient cells. These studies lead to the con-
clusion that SIGMAR1 plays a regulatory role in RLRs (Retinoic acid- inducible 
gene I (RIG-I)-like receptors) pathway, possibly by altering the formation/disso-
ciation rate of MAVS (Mitochondrial antiviral-signaling protein) signalosomes. 
However, we show that this role in innate immune response regulation was 
independent of its proviral role in HCV infection. Since previous studies in the 
laboratory determined that SIGMAR1 levels limit a step downstream of primary 
translation leading to RNA replication, we investigated the fate of the viral pro-
teins after translation in a replication-deficient system. These studies lead to 
concluding that replicase components NS3 and NS5A, but not structural protein 
core, accumulate less efficiently in SIGMAR1-deficient cells comparing with their 
controls, suggesting that SIGMAR1 may determine the fate of viral proteins key 
to the formation of functional replication complexes. Finally, we performed dif-
ferential transcriptomics and proteomics studies of SIGMAR1-deficient cells as 
well as proteomic characterization of purified SIGMAR1 tag-fusion protein-con-
taining complexes to gain insight into the molecular mechanisms underlying 
SIGMAR1 proviral and cellular functions. Integration of the data obtained from 
these different approaches strongly support a function of SIGMAR1 in cytoskel-
eton reorganization and vesicular transport, possibly through regulation of local 






in the biogenesis of cargo vesicles, in association with proteins involved in ER - 
Golgi trafficking. This new notion suggests that SIGMAR1 may play a role in the 
biogenesis of the membranous compartment that hosts functional HCV replica-
tion complexes. In addition, SIGMAR1-dependent regulation of local phospho-
inositide accumulation and its impact on cell signaling, vesicular transport and 
autophagosomal flux may be at the basis of the pathogenesis associated with 











4.1 El virus de la hepatitis C
 El virus de la hepatitis C (HCV) es el miembro fundador del género 
Hepacivirus de la familia Flaviviridae. Por su gran variabilidad genética, está 
dividido en 7 genotipos y más de 100 subtipos que difieren de un 20 % a un 30 
% en sus secuencias y que muestran diferentes perfiles de respuesta al trata-
miento y distribución geográfica  (revisado en (Weiss 2005)). 
 La infección crónica por HCV constituye un importante problema de 
salud a nivel mundial ya que es una de las principales causas de enfermedad 
hepática grave como cirrosis y carcinoma hepatocelular (revisado en (Shiffman 
y Benhamou 2014)). El problema de la infección crónica por HCV parece su-
perado, al menos en los países desarrollados, con la llegada de los fármacos 
antivirales de acción directa (DAA, del inglés direct-acting antiviral). La primera 
generación de inhibidores de proteasa boceprevir y telaprevir en uso clínico 
desde 2011 logró una tasa de curación del 70% para el genotipo 1 en combi-
nación con la la terapia estándar de interferón (IFN) recombinante y ribavirina. 
A pesar del avance, estos tratamientos estaban asociados con una alta inci-
dencia de importantes efectos adversos. La segunda generación de terapias 
DAA, que incluyen combinaciones de inhibidores con diferentes dianas virales 
como la polimerasa (sofosbuvir), la proteína de la replicasa NS5A (daclatasvir, 
ledipasvir) o nuevos compuestos frente a la proteasa viral (simeprevir), per-
mitieron abandonar la utilización de IFN, agente causal de la mayoría de los 
efectos adversos, en terapias de combinación a partir de 2014. Estos nuevos 
tratamientos, además de conseguir una notable reducción en la toxicidad de 
los tratamientos,  tienen una tasa de curación superior al 95% frente a todos los 
genotipos. A pesar de la alta eficacia de los tratamientos en uso y la promesa 
de nuevas combinaciones de compuestos pendientes de aprobación,  el sur-
gimiento de mutaciones de resistencia a largo plazo, que ya ha empezado a 
reportarse, junto al alto coste del tratamiento, el riesgo incrementado de carci-
noma hepatocelular (HCC) y las secuelas del daño hepático irreversible, con el 
consecuente el detrimento en la calidad de vida tras la curación (revisado en 
(Shiffman y Benhamou 2014)), aún son preocupaciones patentes en el campo 
que demandan la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas (revisado en 
(Zhang 2016)). 
 Más de veinte años de intensa investigación sobre la infección por HCV 








dor. Además, el desarrollo de poderosos sistemas y experiencia en el estudio 
de HCV ha permitido un importante avance científico en el campo de la vi-
rología (revisado en (Chisari 2005), (Gerold y Pietschmann 2014) y (Lohmann 
y Bartenschlager 2014)). La disponibilidad de éstos puede ser una herramienta 
útil para estudios mecanísticos de diferentes aspectos de la infección viral y la 
interacción virus-célula de HCV, pero también pueden sentar las bases para 
el estudio de otros virus de genoma de ácido ribonucleico (RNA), de potencial 
contribución a la investigación traslacional de virus allegados que permanecen 
sin solución terapéutica, como el virus Dengue, Zika, y otros virus emergentes.
4.1.1 Distribución de genoma y proteínas virales 
 HCV tiene un genoma de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva 
de aproximadamente 9,6 kb que contiene la secuencia codificadora de la po-
liproteína viral bajo un único marco abierto de lectura principal y las regiones 
no codificantes (UTRs, del inglés untranslated regions) 5’ y 3’ que contienen 
regiones de RNA no codificantes altamente estructuradas que actúan como 
reguladores en cis de la traducción y la replicación del genoma viral, incluyendo 
el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES (del inglés internal ribosome entry 
site) 5’ (Figura 4.1A). Además, posee un elemento interno de replicación de cis 
(CRE, del inglés cis regulatory element) en la región codificante. Asimismo, el 
extremo 3’ del genoma no poliadenilado presenta una secuencia de poly(U/C) 
que antecede a una región de tres tallos de bucles, conocida como región 3’X, 
que contribuyen a la eficacia de la replicación (revisado en (Piñeiro y Martinez-
Salas 2012)). 









Figura 4.1. Organización del genoma y proteínas de HCV. UTR: región no traducible; 










 El RNA genómico viral de polaridad positiva se traduce directamente en 
la membrana del ER, produciendo una poliproteína transmembrana de alred-
edor de 3000 aminoácidos que es procesada proteolíticamente de forma co-
transcripcional y postraduccional por proteasas celulares y virales produciendo 
las proteínas individuales: core, E1 y E2 (estructurales), p7, NS2, NS3, NS4A, 
NS4B, NS5A, y NS5B (no estructurales, NS) (Figura 4.1).
 La región core-NS2, constituye el módulo de ensamblaje y es dispens-
able para la replicación del genoma (Figura 4.1). Lo constituyen, del extremo 
amino al carboxilo (de izquierda a derecha en el esquema): core, una proteína 
básica con capacidad de unión a ácidos nucleicos que une y empaqueta el 
genoma y conforma la cápsida viral; las proteínas de la envoltura E1 y E2, 
proteínas de paso simple transmembrana con un dominio luminal con múltiples 
sitios de glicosilación que forman un heterodímero que media la entrada viral; 
p7, una proteína canal iónico que participa en el complejo de ensamblaje; y 
NS2, una proteína con tres pasos transmembrana que funciona como autopro-
teasa en el procesamiento proteolítico de la poliproteína y participa en el com-
plejo de ensamblaje viral (revisado en (Bartenschlager, Lohmann et al. 2013)) 
y (Vieyres, Dubuisson et al. 2014)). La región NS3-NS5B constituye el módulo 
de replicación; es la región mínima del genoma capaz de formar complejos 
de replicación y autoreplicarse (revisado en (Bartenschlager, Lohmann et al. 
2013)). Las proteínas de la replicasa viral NS3/4A, NS5A y NS5B, son dianas 
de los principales compuestos antivirales específicos contra HCV empleados 
en clínica (Pawlotsky 2014).
 NS3 es una enzima bifuncional con un dominio proteasa N-terminal y 
un dominio RNA helicasa C-terminal. El dominio proteasa de NS3 es respon-
sable del autoprocesamiento proteolítico de la secuencia de NS3 y NS4A y 
requiere de la interacción con el péptido NS4A para su actividad óptima en el 
procesamiento del resto de la poliproteína. Además, es responsable del corte 
e inactivación de sustratos celulares incluyendo MAVS (mitochondrial antiviral-
signaling protein), TICAM1 (TIR domain-containing adapter molecule 1), DDB1 
(DNA damage-binding protein 1) y GPX8 (probable glutathione peroxidase 8), 
implicados en la respuesta antiviral o en el ciclo viral (Ferreon, Ferreon et al. 
2005; Li, Sun et al. 2005; Kang, Chen et al. 2013; Morikawa, Gouttenoire et 
al. 2014). El dominio RNA helicasa/ NTPasa de NS3 es esencial para la repli-
cación del RNA viral (revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)). 
 La pequeña proteína NS4A une a NS3 y le sirve como cofactor para am-








del heterodímero NS3-NS4A a la membrana (revisado en (Dubuisson y Cosset 
2014)). 
 NS4B es una proteína de membrana politópica que oligomeriza y fun-
ciona como andamiaje para el ensamblaje de la replicasa. También participa en 
la generación de curvatura en la membrana que da lugar a las vesículas que 
contienen los complejos de replicación (Konan, Giddings et al. 2003; Romero-
Brey, Merz et al. 2012)(revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)). 
 NS5A es una fosfoproteína de unión a RNA que contiene un dominio 
anfipático N-terminal de anclaje a membrana, un dominio estructurado de unión 
a Zn que dirige su homodimerización y un dominio C-terminal desplegado 
(Figura 4.2). Un aspecto esencial de la regulación de NS5A en procesos de 
replicación es su fosforilación por la caseín quinasa IIα (CSNK2A1-2, Casein 
kinase II subunit alpha) (Ross-Thriepland, Mankouri et al. 2015). Las funciones 
de NS5A en la replicación no están del todo resueltas, pero entre sus funcio-
nes mejor caracterizadas está el reclutamiento de factores celulares esenciales 
para el ensamblaje de la replicasa, incluyendo la chaperona ciclofilina A (PPIA, 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A), la enzima fosfatidil inositol 4-quinasa, 
(abreviado PI-4K), PI4KA (Phosphatidylinositol 4-kinase IIIα) y la proteína de 
tráfico vesicular VAPA (Vesicle-associated membrane protein-associated pro-
tein A) (revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)), (Popescu, Riva et al. 2014) 
y (Meyers, Fontaine et al. 2016)). NS5A también desempeña funciones impor-
tantes en el ensamblaje de viriones infecciosos (Tellinghuisen, Foss et al. 2008; 
Zayas, Long et al. 2016), probablemente gracias a su interacción con core en 
la superficie de gotas lipídicas, que constituyen la plataforma de ensamblaje de 
viriones de HCV (Miyanari, Atsuzawa et al. 2007).
 NS5B es la polimerasa de RNA dependiente de RNA y tiene una cola de 
anclaje a membrana C-terminal (revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)).
4.1.3 Ciclo viral
 El ciclo de HCV es enteramente citoplásmático. Comienza con la unión 
a receptores de superficie y entrada mediante endocitosis mediada por clatrina 
de las lipoviropartículas, que son fusionadas a los endosomas liberándose y 
desencapsidándose el genoma viral. La traducción directa del genoma de RNA 
de polaridad positiva produce la acumulación de proteínas virales en membra-
nas del ER, a las que causan profundas modificaciones estructurales durante la 








identes cuando con la replicación aumenta exponencialmente la acumulación 
de proteínas virales, y vesículas de simple, doble y multimembrana llenan for-
man áreas denominadas redes membranosas (MWs, del inglés membranous 
webs) (Romero-Brey, Merz et al. 2012; Pérez-Berná, Rodríguez et al. 2016).
 Las etapas tempranas de la infección, más allá de la entrada viral y en 
relación con la formación de complejos de replicación funcionales, dependen 
estrechamente de procesos celulares como la respuesta de estrés, la autofagia 
y el metabolismo lipídico (revisado en (Ploen y Hildt 2015),(Vasallo y Gasta-
minza 2015) y (Dash, Chava et al. 2016)).
 La célula infectada puede sostener durante meses a años la replicación 
persistente del RNA viral en un estado estable en que las células producen 
cantidades fluctuantes de virus y coexisten con una alta carga de estrés de ER 
y oxidativo, sin sufrir apoptosis, en condiciones en las que las MWs pueden 
ocupar casi todo el citoplasma (revisado en (Vasallo y Gastaminza 2015)). En 
condiciones de infección persistente, la replicación es independiente de pro-
cesos que son limitantes para el establecimiento inicial de la infección como la 
autofagia y la UPR, lo que ilustra la profunda adaptación estructural y funcional 
de la célula hospedadora (revisado en (Vasallo y Gastaminza 2015)). Sin em-
bargo, otros procesos como el metabolismo de lípidos, resultan transversales 
a la infección tanto aguda como persistente (revisado en (Dubuisson y Cosset 
2014)). 
4.1.3.1 Entrada
 La entrada del virión (Figura 4.3 1) se inicia con la unión al hepatocito 
por medio de la interacción de la lipoproteína APOE de la superficie de las 
partículas virales con los glucosaminoglicanos, los proteoglicanos de heparán 
sulfato y el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDLR, LDL receptor) 
de la superficie celular, y la subsiguiente interacción con los receptores tirosín-
quinasa, EGFR (Epidermal growth factor receptor) y EPHA2 (Ephrin type-A re-
ceptor 2), el receptor de transferrina TFRC (Transferrin receptor protein 1), el 
receptor carroñero SRB1 (SCARB1, Scavenger receptor class B member 1), 
la tetraspanina CD81 (CD81 antigen), el receptor de colesterol NPC1L1 (Nie-
mann-Pick C1-like protein 1) y las proteínas de las uniones estrechas, CLDN-1 
(Claudin-1) y OCLN (Occludin). Finalmente, el virus es internalizado mediante 
endocitosis mediada por clatrina (revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)). 
 El endosoma que contiene la partícula viral parece ser transportado 








2009). Distintos factores del citoesqueleto median funciones post-entrada en la 
infección por HCV (Blackham, Baillie et al. 2010, Bukong, Kodys et al. 2013).
 Finalmente, la partícula viral es liberada del endosoma mediante fusión 
de su envoltura lipídica con la membrana endosomal de manera dependiente 
del pH y el genoma es desencapsidado y liberado en el citoplasma, donde es 
traducido (revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)) (Figura 4.3 2).
4.1.3.2 Traducción primaria 
 En el citoplasma, el genoma de RNA de polaridad positiva se une directa-
mente a la subunidad 40S del ribosoma mediante su IRES (Fraser y Doudna 
2007) y es transportado a las membranas del ER, donde sirve de molde para la 
síntesis de la poliproteína precursora (revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)) 
(Figura 4.3 3). Una característica distintiva del IRES de HCV es que requiere 
sólo dos factores iniciación de la traducción celular (eIF, del inglés eukaryotic 
transation initiation factor) eIF3 y eIF2 para el reclutamiento del ribosoma y la 
iniciación de la traducción (revisado en (Khawaja, Vopalensky et al. 2014) y (Pi-
ñeiro y Martinez-Salas 2012)). Recientemente ha surgido la interrogante de si 
el IRES de HCV, como el del virus de la parálisis del grillo (CrPV)  puede iniciar 
la traducción sin asistencia del complejo eIF2, y también ha sido considerada 
la operación simultánea de ambas mecanismos de iniciación dependiente e 
independiente del complejo eIF2 (Pestova, de Breyne et al. 2008). En cualquier 
caso, el IRES de HCV permite la traducción eficaz del genoma viral incluso 
en situaciones que causan la fosforilación de eIF2a como en estrés de ER o 
durante la respuesta innata frente a dsRNA (Shimoike, McKenna et al. 2009, 
Thakor y Holcik 2011). No obstante se ha descrito que varios factores celulares 
pueden regular la iniciación de la traducción del genoma de HCV, de manera 
especial proteínas de unión a RNA que interaccionan con su IRES (revisado 
(Piñeiro y Martinez-Salas 2012)). Además, se ha propuesto que el miRNA122, 
un factor determinante del tropismo hepático de HCV, es capaz de unir a dos 
motivos en tándem presentes en el 5´-UTR, promoviendo la estabilización y 
potenciando la tasa traduccional del genoma viral (revisado en (Sarnow y Sa-
gan 2016)). También se ha descrito que factores celulares implicados en la 
iniciación de la autofagia son limitantes para la traducción de genomas entran-
tes, pero no para la traducción de genomas derivados de replicación viral en 
infecciones persistentes, aunque se desconocen los detalles moleculares que 
subyacen a este fenómeno (Dreux, Gastaminza et al. 2009).








4.2) está definida por el mecanismo dependiente de reconocimiento de pépti-
dos señales para la asociación a membrana y el procesamiento proteolítico que 
rinde las proteínas individuales es mediado co- y post-traduccionalmente por 
la peptidasa señal y la peptidasa del peptido señal del lumen del ER (revisado 
en (Dubuisson y Cosset 2014)). El dominio transmembrana C-terminal de core 
contiene el péptido señal que conduce al polisoma con el polipéptido naciente a 
la membrana del ER. El primer sitio de procesamiento proteolítico es el extremo 
C-terminal péptido señal interno entre core y E1, por la peptidasa señal luminal. 
El procesamiento posterior del péptido señal por la peptidasa del péptido señal 
libera core hacia el citosol (McLauchlan, Lemberg et al. 2002). Con el corte del 
péptido señal interno, el extremo N-terminal de E1 es liberado también y forma 
un lazo luminal. El extremo C-terminal de la cadena naciente de E1 queda 
anclada en membrana por medio de su tramo hidrofóbico interno que funciona 
como una secuencia señal no canónica y que forma una estructura en bucle 
de vuelta al lumen para formar un gran lazo luminal correspondiente a E2. Tras 
el corte por la peptidasa señal del extremo C-terminal del bucle, la secuencia 
señal es retenida en la membrana y el extremo C-terminal del segundo tallo 
del bucle es reorientado hacia el lado citosólico de la membrana para dar la 
topología final de la proteína. Con el corte de la secuencia señal en E1, el lazo 
N-terminal de E2 es liberado en el lumen del ER. El extremo C-terminal de la 
cadena naciente de E2 queda anclada en membrana por una secuencia señal 
que forma un bucle, similar a la secuencia transmembrana de E1, que es reori-
entado tras el corte de la unión E2-p7 por la peptidasa señal, quedando el paso 
transmembrana N-terminal de p7 en su orientación original. La región C-termi-
nal de p7 actúa como secuencia señal interna y queda como un segundo paso 
transmembrana. A continuación en la secuencia los tres dominios hidrofóficos 
de NS2 conforman tres pasos transmembrana. El corte de la unión p7-NS2 
por la peptidasa señal parecen ocurrir post-traduccionalmente y de manera 
poco eficiente, conservado la topología de membrana del polipéptido precursor 
(Figura 1.1B) (revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)). 
 Las proteínas E1 y E2 son modificadas post-traduccionalmente medi-
ante N- glicosilación en el ER (Vieyres, Dubuisson et al. 2014). El proceso de 
plegamiento, modificación y ensamblaje del dímero E1-E2 es altamente depen-









































Figura 4.2. Esquema de la topología de membrana de las proteínas virales individuales 
a partir del procesamiento de la poliproteína por proteasas celulares y virales. Las ca-
bezas de flecha indican los sitios de corte por las proteasas celulares y virales, de acuerdo 
al código de colores indicado en el cuadro inferior de la figura. La región transmembrana en 
gris representa el péptido señal interno que une Core y E1, que es eliminado por la peptidasa 
del péptido señal. Las flechas negras discontinuas indican la translocación co-traduccional 
de los péptidos correspondientes tras el corte proteolítico.
 El procesamiento de la región no estructural (Figura 4.2) es mediado 
por dos proteasas virales solapadas en la secuencia de la poliproteína: la auto-
proteasa NS2-NS3 dependiente de zinc que media el corte del sitio NS2-3 y la 
serín-proteasa NS3 que corta autoproteolíticamente el sitio NS3-4A y usa NS4 
como cofactor corte en los sitios NS4A-4B, NS4B-5A y NS5A-5B (revisado en 
(Raney, Sharma et al. 2010)). El corte de la unión NS2-NS3 por la autoprotea-
sa NS2-NS3 ocurre de manera co-traduccional, dejando el extremo N-terminal 
proteasa de NS3 libre. El procesamiento intramolecular de la unión NS3-NS4A 
libera el extremo N-terminal hidrofóbico de NS4A que se inserta formando un 
dominio transmembrana y separa NS3 del resto de la poliproteína naciente en 
la membrana del ER, siendo NS3 liberada hacia el citosol, quedando retenida 
al lado citosólico de la membrana del ER por la interacción con el dominio 
C-terminal de NS4A. Para los subsiguientes eventos proteolíticos NS3 utiliza 
NS4A como cofactor (revisado en (Raney, Sharma et al. 2010)). La unión de 
NS3 a su cofactor NS4A permite la proximidad de NS3 a sus sustratos y el rá-
pido procesamiento proteolítico de las uniones citosólicas NS4A-NS4B, NS4B-
NS5A, y NS5A-5B (revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)).
 Las proteínas individuales NS4B, NS5A, y NS5B, quedan asociadas 








transmembrana. NS5A, dispuesta hacia el lado citosólico se asocia mediante 
una hélice alfa anfipática dispuesta en paralelo sobre al membrana del ER. Por 
su parte, NS5B se ancla a membrana postraduccionalmente de manera inde-
pendiente de la topología de la poliproteína precursora, mediante de la trans-
locación de un dominio de inserción hidrofóbica C-terminal o cola de anclaje 
(revisado en (Moradpour, Gosert et al. 2003) y (Dubuisson y Cosset 2014)).
4.1.3.3 Formación de complejos de replicación 
 Después de varias rondas de traducción primaria, las proteínas no es-
tructurales de la región NS3-NS5B (módulo de replicación) reclutan el RNA viral 
y conforman los complejos de replicación asociados a membrana de ER (re-
visado en (Dubuisson y Cosset 2014)). Se ha sugerido que la competición de 
NS3 y la proteína celular La (SSB, single-stranded DNA-binding protein) por la 
unión al IRES de HCV podría regular el paso traducción y replicación. La unión 
de la proteína SSB favorece la traducción mientras la de unión de NS3 favorece 
la replicación (Ray y Das 2011).
 La formación de las estructuras de los complejos de replicación iniciales 
depende de interacciones funcionales entre las proteínas virales, fundamen-
talmente NS4B y NS5A, con factores de la célula hospedadora (Moradpour, 
Gosert et al. 2003, Romero-Brey, Merz et al. 2012)(revisado en (Dubuisson y 
Cosset 2014)).
 Cabe destacar que la proteína NS5A parece interaccionar con numero-
sos factores celulares, muchos de los cuales facilitan la formación de complejos 
de replicación (revisado en (Ross-Thriepland y Harris 2015)). Por ejemplo, las 
interacciones de NS5A con la PI-4K PI4KA induce la acumulación de PI4P en 
la membrana. PI4P es un lípido polar que participa en la formación de curvatura 
de membranas y además favorecen el reclutamiento de otros factores que unen 
PIP4 como FAPP2 (PLEKHA8, Pleckstrin homology domain-containing family A 
member 8) y sus lípidos asociados hacia las membranas ricas en NS5A, para 
promover la curvatura de la membrana y la biogénesis de las vesículas que 
contienen las factorías de replicación de HCV (revisado en (Popescu, Riva et 
al. 2014) y (Meyers, Fontaine et al. 2016)). De acuerdo con este papel, la sub-
regulación o inhibición de PI4KA en la infección por HCV suprime la replicación 
de RNA viral y causa la agregación de vesículas de doble membrana (DMVs, 
del inglés double-membrane vesicles) anormalmente pequeñas (revisado en 
(Popescu, Riva et al. 2014)). Asimismo, las mutaciones en PI4KA que impiden 








replicación del RNA viral, apoyando la noción de que la concentración local de 
PI4P facilita la formación de las DMVs (Lim y Hwang 2011). De hecho, los inhi-
bidores tipo daclatasvir, cuya diana molecular es NS5A inhiben la activación por 
NS5A de PI4KA, la acumulación local de PI4P y la formación de DMVs sin al-
terar la expresión de proteínas virales en sistemas libres de replicación (Berger, 
Romero-Brey et al. 2014, Chukkapalli, Berger et al. 2015), reforzando la noción 
del papel central de NS5A en el proceso de formación de DMVs. 
4.1.3.4 Replicación
 La replicación viral ocurre en los complejos de replicación (RC, del in-
glés replication complex) (Figura 4.3 4) en estructuras de membranas de cre-
ciente complejidad inducidas por las proteínas virales que son denominadas 
genéricamente redes membranosas (MWs, del inglés membranous webs) y 
que consisten en gotas de lípidos (LD, del inglés lipid droplet) y membranas 
derivadas del ER, incluyendo, además de las DMVs, vesículas de membrana 
simple y múltiple, que contienen varias copias de la replicasa viral NS3-5B, el 
genoma de RNA y factores celulares (Romero-Brey, Merz et al. 2012) y cuyo 
posicionamiento y localización depende de microtúbulos y filamentos de actina 
(Lai, Jeng et al. 2008). En estas estructuras, el RNA genómico viral es replicado 
por la polimerasa de RNA dependiente de RNA viral NS5B por iniciación de 
novo en o cerca del extremo 3’ mediante la producción de un intermediario de 
RNA completo complementario de polaridad negativa que es usado iterativa-
mente como molde para la producción de genomas de polaridad positiva, que 
serán empleadas como molde de traducción o bien encapsidadas para formar 
los viriones progenie (revisado en (Dubuisson y Cosset 2014)). 
 El mantenimiento de la estabilidad del genoma, un punto crucial para el 
establecimiento de la infección, convierte al microRNA (miR122) en un factor 
de tropismo en la infección por HCV (Chang, Guo et al. 2008). Otros proteínas 
de unión a RNA también pudieran regular la estabilidad y localización del ge-
noma y favoreciendo la replicación viral (Rivas-Aravena, Ramdohr et al. 2009).
 4.1.3.5 Ensamblaje y egresión
 El ensamblaje de los viriones progenie (Figura 4.3 5) ocurre en la su-
perficie de las LD citosólicas (cLD) anexas a los RC en las MWs y a las que 

















































 E1  E2
core  NS2
NS4A
Figura 4.3 Ciclo celular de HCV. 1. El virión es reconocido por receptores de superfice e in-
ternalizado mediante endocitosis en vesículas recubierta de clatrina CCV. 2. El virus desnudo 
es liberado al citosol, donde el genoma es desencapsidado. 3.  El genoma viral es traducido 
en la membrana del ER y la poliproteína viral se procesa proteóliticamente produciendo las 
proteínas individuales. 4. Las proteínas del módulo de replicación en asociación con factores 
celulares forman estructuras e membrana en aposición a gotas de lípido citosólicas (cLD) 
donde ocurre la replicación del genoma viral. 5. Los genomas progenie son encapsidados 
con la proteína core, e incorporados a vesículas nacientes que contienen las glicoproteínas 
de la envoltura E1 y E2, que invaginan hacia el lumen donde incorporan componentes de las 
VLDL. 5. El virión madura durante su paso por la vía secretora, adquiriendo la conformación 









 La proteína core es reclutada a las LDs citosólicas mediante su interac-
ción con la enzima de la síntesis de triacilglicéridos DGAT1 (Diacylglycerol O-
acyltransferase 1) y la fosfolipasa citosólica PLA2G1B (Phospholipase A2). La 
creciente asociación de core con la superficie de las LDs citosólicas promueve 
la salida de PLIN2 incrementando la asociación de PLPN3. NS5A interacciona 
con PLIN3, que presenta gran similitud con APOE, y con la pequeña GTPasa 
RAB18 (Ras-related protein Rab-18), en la superficie de las LDs, mediando la 
interacción entre los sitios de replicación y de ensamblaje, y dirige el RNA sin-
tetizado de novo desde los complejos de replicación hacia la plataforma de 
ensamblaje cerca de las LDs (revisado en (Suzuki 2011) y (Meyers, Fontaine et 
al. 2016)). 
 El paso inicial del ensamblaje de los viriones es la interación de NS5A 
con la proteína de la cápsida, core, unida a las cLDs. El resto de las proteínas 
virales involucradas en el proceso son entonces reclutadas hacia los sitios de 
ensamblaje en membranas asociadas a cLDs por medio de interacción con 
core. Las proteínas virales p7 y NS2 juegan un papel crucial en la organización 
del complejo de ensamblaje. El complejo p7-NS2 interacciona con NS3/4A y 
promueve la incorporación de core de las cLDs hacia la partícula viral naciente 
(revisado en (Meyers, Fontaine et al. 2016)). La proteína celular HNRNPK (Het-
erogeneous nuclear ribonucleoprotein K) regula el ensamblaje viral mediante 
la interacción con el RNA viral de cadena positiva y con la proteína core en la 
proximidad de las LDs y determina la incorporación del genoma naciente a los 
nuevos viriones (Poenisch, Metz et al. 2015).
 La partícula viral naciente adquiere la envoltura mediante gemación ha-
cia el lumen del ER y queda asociada a las LDs intraluminales, precursores 
de VLDLs, de manera que la proteínas de ensamblaje de VLDLs APOE par-
ticipa en la formación del virión y queda incorporado en éste (Yang, Wang et 
al. 2016). La gemación parece requerir componentes de la maquinaria ESCRT 
como VPS4 y el complejo ESCRT III (del inglés endosomal sorting complex 
required for transport) (revisado en (Vieyres, Dubuisson et al. 2014) y (Meyers, 
Fontaine et al. 2016)).
 Las partículas virales asociadas a componentes de las VLDLs maduran 
través de la vía secretora (Figura 4.3 6). Para esto es esencial la interacción de 
PLNP3 con la forma asociada a GTP de RAB9 (Ras-related protein Rab-9A)(re-
visado en (Vieyres, Dubuisson et al. 2014)). Durante este proceso las proteínas 
de superficie E1 y E2 son modificadas mediante glicosilación y reorganización 








del heterodímero maduro (revisado en (Vieyres, Dubuisson et al. 2014)). La 
maduración culmina en la formación partículas virales infectivas que son libera-
das al exterior celular por exocitosis mediada por clatrina (Benedicto, Gondar 
et al. 2015). Este proceso de maduración de las partículas virales, íntimamente 
ligado a la vía secretora y las VLDL celulares, determina los requerimientos de 
entrada viral de las partículas virales progenie (revisado en (Vieyres, Dubuis-
son et al. 2014))(Yang, Wang et al. 2016) (Sección 4.1.3.1).
4.2 Respuesta innata antiviral de la célula infectada por virus de 
RNA 
 Las células eucariotas, incluso las no especializadas en la respuesta 
inmunológica presentan mecanismos muy conservados evolutivamente para 
detectar y responder rápidamente a las infecciones por patógenos intracelu-
lares. Estos sistemas permiten la detección de una amplia gama de patóge-
nos mediante el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patóge-
nos (PAMPs, del inglés pathogen-associated molecular patterns) (revisado en 
(Randall y Goodbourn 2008)), patrones de estrés celular incluyendo la fusión de 
membranas, reorganización del citoesqueleto, estrés de ER y estrés metabóli-
co, y dan lugar a la inducción de genes de defensa con cierta especificidad de 
patógeno, así como respuestas inespecíficas asociadas a alteraciones de la 
homeostasis celular (revisado en (Collins y Mossman 2014)).
 La identificación de PAMPs virales como patrones de ácidos nucleicos 
intermediarios de replicación y de determinadas proteínas virales induce la ex-
presión de genes activados por virus (VSGs, del inglés virus-stimulated genes) 
y, en muchos casos, la inducción de los sistemas antivirales mediados por in-
terferones (abreviado IFN) tipo I (IFN-I) y tipo III (IFN-III), que inducen la expre-
sión de genes estimulados por interferón (ISGs, del inglés interferon stimulated 
genes) en la células infectadas y sus células adyacentes, restringiendo así la 
propagación del virus (Schoggins, Wilson et al. 2011)(revisado en (Randall y 
Goodbourn 2008).
4.2.1  Mecanismos de reconocimiento de virus de RNA
 Un grupo de sensores citosólicos de virus de RNA está constituído por 
enzimas celulares activadas por la unión a RNA de doble cadena (dsRNA), 








protein kinase), OAS1-3 (2’-5’-oligoadenylate synthase 1-3), OASL (2’-5’-oli-
goadenylate synthase-like protein) y ADAR (Double-stranded RNA-specific ad-
enosine deaminase). Un segundo grupo está constituido por los receptores 
de reconocimiento de PAMPs (PRR, del inglés PAMPs recognition receptor), 
incluyendo los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like receptor) TLR3 y 
TLR7, que reconocen dsRNA extracelular internalizado por endocitosis, los re-
ceptores RNA helicasa de la familia de RIG-I (RLRs, del inglés retinoic acid 
inducible gene-I-like receptor) que reconocen RNA de doble cadena (dsRNA, 
del inglés double-stranded RNA) y RNA de doble simple cadena (ssRNA, del in-
glés single-stranded RNA) con extremo 5´-trifosfato presente en citosol durante 
la replicación viral y los receptores tipo NOD (del inglés, nucleotide-binding 
oligomerization domain) (NLR, del inglés NOD-like receptor), que reconocen 
diversos PAMPs aociados a infección y DAMPs (del inglés danger-associated 
molecular pattern), asociados a estrés celular (revisado en (Randall y Good-
bourn 2008)).
4.2.2 Receptores de la familia de RIG-I  (RLRs) 
 La familia de los receptores RLRs incluye tres helicasas de RNA, RIG-
I (DDX58, Probable ATP-dependent RNA helicase DDX58), MDA5 (IFIH1, 
Interferon-induced helicase C domain-containing protein 1) y LGP2 (DHX58, 
Probable ATP-dependent RNA helicase DHX58), que comparten dominios 
helicasa centrales de reconocimiento de RNA, mientras que RIG-I y MDA5, 
tienen además dos dominios de reclutamiento de caspasas (CARD, del inglés 
caspase-recruiting domain) N-terminales, responsables de la transducción de 
la señal. Aunque fue inicialmente considerado un represor de la señalización, 
LGP2 podría cooperar con la señalización de RIG-I y MDA5 (Moresco y Beutler 
2010, Satoh, Kato et al. 2010, Childs, Randall et al. 2013).
 Los RLRs reconocen dsRNA y ssRNA con extremo 5´-trifosfato, gen-
erados durante la replicación de algunos virus de RNA (Hornung, Ellegast et al. 
2006, Pichlmair, Schulz et al. 2006, Rehwinkel, Tan et al. 2010, Goulet, Olagnier 
et al. 2013). RIG-I detecta preferentemente especies de dsRNA cortos mientras 
MDA5 reconoce con preferencia dsRNA largos (Kato, Takeuchi et al. 2008). 
RIG-I, además, muestra una especial preferencia por ssRNA con extremo 
5´-trifosfato, intermediario de la replicación viral que se considera su sustrato 
canónico (Hornung, Ellegast et al. 2006, Strahle, Garcin et al. 2006).
 Debido a sus diferentes especificidades, RIG-I y MDA5 muestran cierta 








predominante de los virus de las familias Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, 
y Rhabdoviridae, MDA5 es el principal responsable del reconocimiento de Pi-
cornaviridae y de los miembros de la familia de los Flaviviridae  Virus del 
Nilo Occidental (WNV) y Virus del dengue (DENV), mientras que los virus de 
la familia Reoviridae pueden ser reconocidos por ambos receptores (revisado 
en (Chattopadhyay y Sen 2014)). RIG-I es el principal sensor de PAMPs de 
HCV (Gale y Foy 2005), que reconoce y es activado robustamente por RNA 
5´- trifosfatos del genoma de HCV, de manera especial de motivos de la región 
3´-UTR como el segmento poly-U/UC (Saito, Owen et al. 2008)(Uzri y Gehrke 
2009). El papel antiviral de esta vía para HCV (Raychoudhuri, Shrivastava et 
al. 2011, Shrivastava, Raychoudhuri et al. 2011, Yao, Yan et al. 2011) es re-
forzado por el hecho de que, al menos en cultivo celular, el virus contraresta 
su activación muy eficientemente desde tiempos muy tempranos (revisado en 
(Gokhale, Vazquez et al. 2014)) (Sección 4.2.5).
4.2.3 Activación y señalización de la vía de los RLRs
 Los mecanismos de activación de RLRs se han estudiado con mayor 
detalle utilizando RIG-I como modelo, aunque muchos de estos se han dem-
ostrado también para MDA5 (revisado en (Chattopadhyay y Sen 2014)).
 RIG-I se encuentra en niveles relativamente bajos en las células no 
infectadas y se mantiene en una conformación inactiva mediante el bloqueo 
por fosforilación de sus dominios CARD (Nistal-Villán, Gack et al. 2010). Tras 
la unión a PAMPs virales (Figura 4.4 1), la desfosforilación de estos dominios 
por la fosfatasa PPP1CA permite el acceso de las E3 ubiquitin ligasas RNF135 
y TRIM25, a sus dominios CARD (Figura 4.4 2), dando lugar a la ubiquitinación 
y oligomerización de RIG-I (Gack, Shin et al. 2007, Oshiumi, Miyashita et al. 
2010, Wies, Wang et al. 2013). Estos cambios promueven la interacción, a 
través de sus dominios CARD, con los dominios CARD de MAVS (Figura 4.4 
2), la proteína adaptadora central de la cascada, que se localiza en la mem-
brana externa mitocondrial, en las membranas de ER asociadas a mitocondrias 
(MAM, del inglés mitochondria-associated ER membrane) y las en membranas 
de los peroxisomas (Dixit, Boulant et al. 2010). La interacción con los dominios 
CARD de los RLRs provoca una rápida agregación de multímeros de MAVS 
que forman fibras de agregados de gran tamaño en un proceso semejante al 







































Figura 4.4 Vía de señalización de los RLRs. A) Activación de la vía de los RLRs por virus 
de RNA y cooperación de las vías de respuesta a estrés de ER con la vía de los RLRs. Las 
etapas de la cascada se indican con números: 1. estímulo viral; 2. receptores y mediadores 
de la activación; 3. complejo de señalización formado por los mediadores que transmiten la 
señal desde la activación de los receptores hacia la activación de los factores de transcrip-
ción; 4. factores de transcripción activos; 5. complejo de potenciación de la transcripción 
que regula la actividad de promotores de la transcripción de genes antivirales; 6. regulación 
de la vía de RLRs por la respuesta a estrés de ER. MAM: membranas del ER asociadas a 
mitocondrias. (Ver detalles en el texto).
 La oligomerización de MAVS permite el ensamblaje del complejo de se-
ñalización (“signalosoma”) (Figura 4.4 3), donde se reclutan proteínas adapta-
doras como las ubiquitín-ligasas TRAF (Tumor necrosis factor receptor-associ-
ated factor) 3/6/2 y y 5  (Liu, Chen et al. 2013). Las proteínas TRAF forman una 
plataforma para el reclutamiento de la subunidad reguladora del complejo de 
quinasas IKK (del inglés IκB kinase), IKKγ o NEMO (IKBKG, NF(nuclear factor)-
kappa-B essential modulator), y de las quinasas TBK1 (Serine/threonine-pro-
tein kinase TBK1) e IKKε (IKBKE, Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase 
subunit epsilon), que son responsables de la fosforilación de los factores de 
trancripción IRF3 (Interferon regulatory factor 3) e IRF7 y de la proteína inhibito-
ria de NF-κB, IκBα (NFKBIA,  NF-kappa-B inhibitor alpha), respectivamente. La 








p65/p50 (NFKB1, Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit) de su inhibidor IκBα 
conduce a la translocación de estos factores de trascripción al núcleo (Figura 
4.4 4).  
 IRF3 se asocia con el complejo histona acetiltransferasa CBP/p300 
(CREBBP/EP300), reclutando así este co-activador transcripcional al poten-
ciados (enhancer) del promotor. El ensamblaje del complejo potenciador de la 
transcripción (“enhanceosoma”) conduce al reclutamiento secuencial de  facto-
res modificadores de la cromatina y la maquinaria de transcripción. En el núcleo 
IRF3 se asocia al co-activador transcripcional CBP/p300 (CREBBP/EP300) y, 
junto a los factores de transcripción del complejo AP1 (del inglés activator pro-
tein 1), c-Jun (JUN, Transcription factor AP-1) y ATF2 (Cyclic AMP-dependent 
transcription factor ATF-2), y a NF-κB, se une al enhancer del promotor del 
gen de interferón beta (IFNB1, Interferon beta), y de otros VSGs, formando el 
“ehncanceosoma” que activa la transcripción genes antivirales incluyendo IFN 
tipo I y III, ISG56 (IFIT1, Interferon-induced protein with tetratricopeptide re-
peats 1), ISG15 (Ubiquitin-like protein ISG15) y MX1 (Interferon-induced GTP-
binding protein Mx1) (revisado en (Hiscott 2007)) (Figura 4.4 5), que inhiben la 
infección por diferentes virus mediante el bloqueo de la entrada o tráfico pre-
replicación de las nucleoproteínas, la traducción del genoma viral y sus modifi-
caciones post-traduccionales, la egresión y/o la inducción del arresto del ciclo 
celular o la apoptos de la célula infectada (revisado en (Schneider, Chevillotte 
et al. 2014)).
4.2.4 Regulación de la señalización de RLRs por mecanismos celulares
 Varios pasos de la cascada de los RLRs están sujetos a regulación 
por mecanismos homeostáticos de la célula. Entre los procesos celulares qie 
funcionan como reguladores positivos de la vía de los RLRs cabe destacar, 
por ejemplo, la respuesta a estrés de ER (UPR, del inglés unfolded protein 
response), que funciona como un mecanismo adicional de detección y poten-
ciación de la respuesta antiviral. Las tres ramas de la respuesta de UPR ac-
tivan NF-kB, mientras la vía de IRE1 (ERN1, Serine/threonine-protein kinase/
endoribonuclease IRE1) activa además la quinasa JNK1 (Mitogen-activated 
protein kinase 8), que favorece la activación de los factores de transcripción 
c-Jun y ATF2 (AP1), y la función factor de transcripción de sXBP1, que se une 
al “enhanceosoma” de IFNB1 y potencia su inducción (revisado en (Hare y 
Mossman 2013)) (Figura 4.4 6). Diversos mecanismos de reconocimiento de 








de membranas o la reestructuración del citoesqueleto celular, también regulan 
positivamente la respuesta antiviral mediante la potenciación de la señal de 
vías accesorias  (revisado en (Smith 2014)). Otros reguladores celulares que 
funcionan en la activación cruzada de la vía incluyen la cooperación y poten-
ciación por la helicasa DDX3 (DDX3X, ATP-dependent RNA helicase DDX3X) 
(Oshiumi, Sakai et al. 2010), la potenciación de la oligomerización de MAVS 
por la alteración de los lípidos de membrana por especies reactivas de oxígeno 
derivadas de la mitocondria (mROS, del inglés mitochondrial reactive oxygen 
species) (Nobre, Wise et al. 2015), entre otros (revisado en (Komuro, Bam-
ming et al. 2008)). Asimismo, la fosforilación y activación de IRF3 por TBK1 
está regulada por la chaperona del ER HSP90 (Yang, Shi et al. 2006), la cual 
estabiliza TBK1, y por STING (TMEM173, Stimulator of interferon genes pro-
tein), que favorece la interacción y fosforilación de IRF3 por TBK1 (Maringer 
y Fernandez-Sesma 2014). Muchos de estos mecanismos son activados por 
la infección viral mediante la detección del estrés asociado a la infección (re-
visado en (Collins y Mossman 2014)), lo cual constituye un nivel adicional de 
control de la especificidad de la activación de la vía. 
 Por otro lado, numerosos mecanismos de control regulan negativa-
mente la activación de la vía a nivel de MAVS, incluyendo la interacción in-
hibitoria con el complejo de autofagia ATG5–ATG12 (Jounai, Takeshita et al. 
2007;  Takeshita, Kobiyama et al. 2008), la interacción y destinación a degra-
dación por Gp78 (AMFR, E3 ubiquitin-protein ligase AMFR) (Jacobs, Zhu et 
al. 2014), la desubiquitinación de RIG-I por CYLD (Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase CYLD) y la unión e interferencia con la oligomerización por la chap-
erona UBXN1 (UBX domain-containing protein 1) (Wang, Yang et al. 2013). El 
funcionamiento de la autofagia, y en particular la autofagia inducida por estrés 
de ER tiene un papel en la limitación de la respuesta antiviral (Takeshita, Ko-
biyama et al. 2008, Tal, Sasai et al. 2009, Estrabaud, De Muynck et al. 2011, 
Shrivastava, Raychoudhuri et al. 2011). Mecanísticamente, la autofagia pudiera 
ejercer esta función mediante la degradación de las plataformas y efectores de 
la señalización (revisado en (Tal y Iwasaki 2009) y (Ke y Chen 2011)). Algunos 
de estos mecanismos, activados a su vez por la vía de los RLRs, funcionan 
como retroalimentación negativa controlando la cinética de autolimitación de la 
respuesta, por ejemplo, mediante la inducción de inhibidores celulares de la vía 
como las ubiquitín-ligasas A20 y DUBA por NFkB, y de RNF150, ISG15, LGP2 
por AP1, IRF3/7 y NF-κB (revisado en (Komuro, Bamming et al. 2008)). 








β-catenina ha sido reportada como regulador de la vía de las RLRs. La propia 
β-catenina (CTNNB1) ha sido implicada en diferentes estudios con un papel 
activador (Zhu, Coyne et al. 2011; Hillesheim, Nordhoff et al. 2014) o inhibitorio 
(Baril, Es-Saad et al. 2013) de la vía de los RLRs, actuando como co-activador 
o antagonista de la actividad transcripcional de IRF3 (revisado en (Gao, Xiao et 
al. 2014)) y NF-κB (revisado en (Du y Geller 2010) y (Ma y Hottiger 2016)). Asi-
mismo, recientemente ha empezado a conocerse la regulación cruzada de la 
respuesta de IFN y la vía de TP53 (revisado en (Rivas, Aaronson et al. 2010)). 
En el intermedio entre ambas vías, la RNA helicasa DDX3, forma un complejo 
con RIG-I o MDA5 que favorece la interacción de éstos con MAVS (Oshiumi, 
Sakai et al. 2010). Además, funciona de puente para la activación de IRF3 por 
IKBKE (Schröder, Baran et al. 2008; Gu, Fullam et al. 2013) y, posiblemente, 
por TBK1 (Soulat, Bürckstümmer et al. 2008). 
 Estas regulaciones cruzadas entre distintas vías cruciales de la homeo-
stasis celular ilustran el grado de complejidad en la regulación de la respuesta 
de IFN-I/III,  y de su carácter autolimitado y adaptado a las condiciones celu-
lares. El estrecho control de la inducción de IFN-I/III por otras vías celulares 
centrales también coopera en la regulación del destino de la proliferación y 
supervivencia celular (Takaoka, Hayakawa et al. 2003; Bode, Brenndorfer et al. 
2007; Leonova, Brodsky et al. 2013).
4.2.5 Regulación de la vía de RLR por antagonistas virales
 Los virus de RNA han evolucionado junto a los PRRs, desarrollando 
estrategias específicas para la evasión de la activación de los receptores de 
sus PAMPs, como el enmascaramiento de PAMPs como los 5´-ppp, la inter-
ferencia con las modificaciones post-traduccionales de los RLRs que median 
la señalización, la interacción inhibitoria o el corte proteólítico de receptores y 
mediadores de la vía, entre otras (revisado en (Komuro, Bamming et al. 2008)).
 Por ejemplo, la proteína V de los paramyxovius como el virus del 
sarampión (MeV, measles virus) y el virus Nipah (NiV, Nipah virus) antagoniza 
las fosfatasas PPP1CA /PP1CC, evitando la desfosforilación de MDA5 y así 
su activación, mientras la proteína NS1 del virus de la gripe (IAV, influenza A 
virus) se une a la E3 ubiquitin ligasa TRIM25 para bloquerar la ubiquitinación 
de los dominios CARD de RIG-I (Gack, Albrecht et al. 2009) y en algunos ca-
sos a RNF135, inhibiendo la ubiquitinación del dominio C terminal de RIG-I 
(Rajsbaum, Albrecht et al. 2012). Otros virus interfieren con la ubiquitinación 








de la proteína Orf64, una DUB del herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi 
(KSHV), que elimina las cadenas de K63-ubiquitina de los dominios CARD de 
RIG-I (revisado en (Komuro, Bamming et al. 2008)).
 Por otra parte, varias proteasas virales han evolucionado hacia el recon-
ocimiento en sitios de corte en proteínas mediadoras de la vía de los RLRs, 
como una estrategia para el escape de la respuesta antiviral. Por ejemplo, el 
complejo proteasa NS3/4A de HCV corta proteolíticamente TRIF (TICAM1), 
bloqueando la vía de TLR3 (Li, Foy et al. 2005), MAVS (Li, Sun et al. 2005, 
Ferreira, Magalhães et al. 2016) y RNF135 (Oshiumi, Miyashita et al. 2013), 
evitando la activación de RIG-I. Asimismo, la proteasa 2Apro de los enterovirus 
cortan MDA5 y MAVS (Feng, Langereis et al. 2014), mientras la proteasa N-
terminal (Npro) de pertivirus como el BVDV, corta proteolíticamente IRF3 (La 
Rocca, Herbert et al. 2005, Bauhofer, Summerfield et al. 2007), bloqueando así 
la efectivamente señalización de ambos RLRs y TLR3 . Por su parte, las proteí-
nas NS1 y NS2 del virus sincitial respiratorio (RSV, Respiratory Sincitial Virus) 
inducen la degradación de RIG-I, IRF3 y otros mediadores de la vía mediante 
la formación de un comprejo de degradación en la mitocondria (revisado en 
(Komuro, Bamming et al. 2008)).
 Otra estrategia, la interacción inhibitoria, es la empleada por el virus 
Borna (BDV, Borna disease virus), que antagoniza la señalización de IRF3 me-
diante la proteína P protein que se une a TBK1 e inhibe su actividad quinasa 
(Reuter, Ackermann et al. 2010). La proteína NS1 del virus de la gripe (IAV, In-
fluenza A Virus) también usa entre sus estrategias de bloqueo de la respuesta 
antiviral, su interacción directa inhibitoria con el complejo RIG-I-MAVS (Pichl-
mair, Schulz et al. 2006). Las proteínas NS1 de IAV y la proteína VP35 del virus 
del Ebola (EBOV, Ebola Virus) también inhiben específicamente la actividad 
ATPasa de RIG-I, mediante el secuestramiento del dsRNA evitando su recono-
cimiento por RIG-I (Cárdenas, Loo et al. 2006).
 Por otro lado, la infección por algunos virus como MeV (Xia, Gonzalez 
et al. 2014) y el virus del Dengue (DENV) (Chatel-Chaix, Cortese et al. 2016) 
alteran la abundancia y función mitocondrial, resultando en una reducción en la 
abundancia de MAVS y la reducción de la señalización de RLRs.  Otros virus 
enmascaran sus PAMPs como los 5-ppp en el caso del virus Hanta (HTNV, 
Hantaan virus), el virus de la fiebre hemorrágica de Crimea-Congo (CCHFV, 
Crimean–Congo hemorrhagic fever) y el virus Borna (BDV, Borna Disease Vi-
rus), o inducen la actividad de factores celulares de terminación de la respuesta 








hydrolase CYLD) (revisado en (Komuro, Bamming et al. 2008)) (Sección 4.2.4). 
4.3 La proteína receptor sigma-1 (SIGMAR1)
 La proteína receptor sigma-1 (SIGMAR1) es una proteína del ER cuyas 
funciones poco conocidas han sido relacionadas con la supervivencia a es-
trés (revisado en (Su, Su et al. 2016)). La pérdida de sus funciones se aso-
cia con varias enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad 
de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiloide y la 
neuropatía motora hereditaria (revisado en (Nguyen, Lucke-Wold et al. 2015)), 
mientras su sobre-expresión es patente en algunos de los principales tipos de 
cáncer como cáncer de mama y colon (revisado en (Crottes, Guizouarn et al. 
2013))(Wang, Rouzier et al. 2004, Sun, Kawahara et al. 2014). Las funciones 
fisiológicas y los mecanismos precisos de los fenotipos antes mencionados 
permanecen por elucidar. A pesar de esto, debido a sus implicaciones en estas 
importantes enfermedades humanas, SIGMAR1 es intensamente estudiada 
y empleada como diana terapéutica. Recientemente en nuestro grupo se ha 
encontrado que SIGMAR1 funciona como un factor proviral para el estableci-
miento de la infección por HCV (Friesland, Mingorance et al. 2013).
4.3.1 Descubrimiento y clasificación
 La proteína SIGMAR1 fue identificada por primera vez por Su y co-
laboradores en 1982 (Su 1982) e inicialmente clasificada como un receptor 
de opioides, atendiendo a la propuesta hecha por Martin y colaboradores en 
1976 para la clasificación de una nueva familia de receptores de opioides que 
debían mediar los efectos farmacológicos del análogo estructural de morfi-
na N-alilnormetazocina (SKF-10047) y otros benzomorfanos. Más tarde, sin 
embargo, se verificó que la acción de los ligandos sobre el nuevo receptor no 
era bloqueada por los antagonistas clásicos de opioides naloxona y naltrexona, 
y fue reconocido como un receptor independiente no-opioide (revisado en 
(Hayashi y Su 2005)), caracterizado por su afinidad por los esteroisómeros (+) 
de varios benzomorfanos como (+)-pentazocina y (+)-ciclazocina, y distintos 
fármacos psicoactivos estructural y farmacológicamente diversos, incluyendo 
haloperidol y cocaína, así como esteroides neuroactivos como la progesterona 
(revisado en (Maurice y Su 2009)).








bius et al. 1996) y muestra una alta conservación evolutiva entre especies de 
mamíferos como cobaya (Hanner, Moebius et al. 1996), ratón (Seth, Leibach et 
al. 1997), rata (Seth, Fei et al. 1998)(Mei y Pasternak 2001) y humano (Kekuda, 
Prasad et al. 1996).
 El gen humano SIGMA1R tiene una longitud de 7 kbp, consiste en cu-
atro exones y cuatro intrones (Prasad, Li et al. 1998) y codifica una proteína 
de 223 aminoácidos que no presenta homología con ninguna otra proteína de 
mamíferos. Su ancestro más cercano conocido es la proteína ERG2 de leva-
dura, una C8-C7 esterol isomerasa que participa en la vía de biosíntesis del 
ergosterol (Rahier, Pierre et al. 2008), con la que presenta un 30,3 % de iden-
tidad y un 66,4 % de similitud de secuencia (Hanner, Moebius et al. 1996). 
Sin embargo, SIGMAR1 carece de actividad enzimática (Moebius, Reiter et al. 
1997).
 La proteína SIGMAR1 presenta un patrón de expresión amplio entre 
tejidos con los mayores niveles en hígado, colon, próstata, placenta, intestino 
delgado, corazón y páncreas (Kekuda, Prasad et al. 1996). Además, se ha de-
scrito que la expresión de SIGMAR1 puede ser inducida como parte de la rama 
PERK/ATF4 de la respuesta UPR (Mitsuda, Omi et al. 2011).
4.3.2  Estructura, localización, topología y propiedades
 SIGMAR1 es una proteína integral de membrana de 223 aminoácidos, 
y localizada predominantemente en las MAM y en gotas lipídicas (Hayashi y 
Su 2003, Hayashi y Su 2007). La estructura de SIGMAR1 presenta tres re-
giones cortas hidrofóbicas, separadas por  dos largas regiones hidrofílicas y 
flanqueadas por extremos hidrofílicos cortos de 8 (N-terminal) y 30 aminoáci-
dos  (C-terminal) (Figura 4.5 A). La predicción de la estructura y topología de 
SIGMAR1 ha sido controvertida y se han propuesto modelos de topología con 
uno o dos dominios transmembrana y un dominio perimembrana (revisado en 
(Ruoho, Chu et al. 2012)). La primera estructura cristalográfica de SIGMAR1, 
obtenida recientemente, presenta una topología de simple paso (Figura 4.5 
C) (Schmidt, Zheng et al. 2016). La orientación topológica aún no está estab-
lecida. Aunque el modelo más aceptado es el de la topología de simple paso 
tipo I (Schmidt, Zheng et al. 2016),  existen estudios que indican una topología 
de doble paso, o simple paso tipo II (Aydar, Palmer et al. 2002).
 En las regiones adyacentes al dominio segundo hidrofóbico presenta 








(Gromek, Suchy et al. 2014) (Figura 4.5 A). El perfil de hidropatía de SIG-
MAR1 define tres dominios hidrofóbicos que comprenden las regiones 11-29 
(I), 91-109 (II) y 176-194 (III) en la secuencia de aminoácidos (Brune, Pricl et al. 
2013) (Figura 4.5 A). Inicialmente se consideró que el dominio I y uno de los 
otros dos podrían constituir dominios transmebrana (revisado en (Ruoho, Chu 
et al. 2012)). Los dominios II y III, con un alto grado de similitud de secuencia 
(alrededor de un 75 %) con el bolsillo hidrofóbico y sitio de unión a colesterol 
de la C8-C7-esterol isomerasa de levadura, fueron considerados dominios po-
tenciales de unión a esteroides, SBDL (del inglés steroid binding domain like) 
I y II. Estos dominios SBDL, incluyen los aminoácidos G91 a T109 (SBDL I) y 
G176 a Q194 (SBDL II), respectivamente, y participan en el reconocimiento de 
ligandos prototípicos (Fontanilla, Hajipour et al. 2008)(revisado en (Ruoho, Chu 
et al. 2012)).
 Asimismo, SIGMAR1 presenta un motivo de doble arginina en su ex-
tremo N-terminal (residuos 7 y 8) que fuciona como señal de retención en el ER 
en proteínas transmembrana tipo II, para el reciclaje por vesículas COPI desde 
compoartimentos post-ER (Schutze, Peterson et al. 1994). En el caso de SIG-
MAR1, aunque no se conoce el mecanismo, este motivo ha sido considerado 
una señal de retención en ER o asociación a las LD asociadas a ER (Hanner, 
Moebius et al. 1996, Seth, Leibach et al. 1997, Hayashi y Su 2003). Este hecho 
es consistente con el papel de las vesículas COPI en la biogénesis de las 
LDs (Soni, Mardones et al. 2009). Sin embargo, la señal de doble arginina de 
SIGMAR1, de acuerdo al modelo de topología tipo I, se expone hacia el lumen 
de ER, por lo que no es esperable que funcione como una señal de retención 
di-básica canónica, dependiente de la unión a subunidades del complejo COPI 
(Schutze, Peterson et al. 1994). Alternativamente, esta señal podría mediar la 
asociación con lípidos aniónicos (Johnson, Erickson et al. 2012).
 La presencia de los SBDLs sugirió desde muy pronto la capacidad de 
SIGMAR1 de unirse con gran afinidad a lípidos de superficie y/o lípidos del 
núcleo de LDs mediante su dominio hidrofóbico central (revisado en (Hayashi 
y Su 2005)). Más tarde se ha verificado la capacidad de SIGMAR1 de unir 
directamente colesterol (Palmer, Mahen et al. 2007) y asociarse a galactosil-
ceramida (Hayashi y Su 2004) y ácido mirístico (Ciesielski, Su et al. 2016). 
Además, se ha definido que  SIGMAR1 se localiza en microdominios resis-
tentes a detergentes o balsas lipídicas (revisado en (Hayashi y Su 2005)). SIG-
MAR1 reside predominantemente en las MAMs (Hayashi y Su 2003) (Figura 








entre ER y mitocondria, y en las gotas de lípido (LD) luminales del ER (Rusiñol, 
Cui et al. 1994) (Hayashi y Su 2003), sitios de formación de las LD citosólicas 
(Murphy y Vance 1999) (Tauchi-Sato, Ozeki et al. 2002). Dada la funcIón es-
tructural del colesterol en los contactos ER-mitocondria (Fujimoto, Hayashi et 
al. 2012) y las LDs  (revisado en (Kalantari, Bergeron et al. 2010)), la capacidad 
de unir colesterol podría determinar la localización especializada de SIGMAR1 
en estas estructuras  (Hayashi y Su 2003). 
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Figura 4.5  Estructura y topología de SIGMAR1 en las membranas del ER. A) Esquema 
la estructura secundaria de SIGMAR1 B) Reconstrucción tridimensional de la estructura cris-
talográfica de un monómero y un trímero de SIGMAR1 (Figura tomada de (Schmidt, Zheng 
et al. 2016)).
4.3.3 Farmacología, ligandos agonistas y antagonistas
 SIGMAR1 tiene una capacidad promiscua para unir una gran variedad 
de compuestos químicos, incluyendo benzomorfanos dextrorotatorios como 
(+)-pentazocina y SKF-10047, antidepresivos tricíclicos como imipramina y 








amina, antitusivos cíclicos como el dextrometorfano y drogas de abuso de la 
familia de las anfetaminas como cocaína y metanfetamina (agonistas), neu-
rolépticos como el haloperidol, naftilpirazol y rimcazol (antagonistas) (revisado 
en (Cobos, Entrena et al. 2008)), que comparten la característica común de 
tener una estructura cíclica con un nitrógeno básico (revisado en (Brune, Pricl 
et al. 2013) y (Chu y Ruoho 2016)). Se considera que sus ligandos endógenos 
podrían ser los neuroesteroides como progesterona y pregnenolona o la N,N-
dimetiltriptamina (revisado en (Brune, Pricl et al. 2013)).
 Estudios con fotosondas y radioligandos en combinación con mutagé-
nesis han determinado que la región de unión a ligandos está formada princi-
palmente por la juxtaposición de los SBDLI y II (Figura 4.5 B), en acuerdo con 
el modelo propuesto por Fontanilla en 2008 (Fontanilla, Hajipour et al. 2008). 
Esta región es de considerable similitud de secuencia con el sitio de unión a 
ligandos de la de la C7-C8 esterol isomerasa ERG2 (Hanner, Moebius et al. 
1996), lo cual es consistente con el perfil común de unión a ligandos con esta 
proteína (Laggner, Schieferer et al. 2005), e indican que probablemente las 
regiones SBDLs de SIGMAR1 también interactúan con N-alquilaminas como 
esfingolípidos endógenos y con derivados sintéticos de N-alquilaminas y N-
araquilaminas. Un residuo crítico en el dominio de unión a ligados de SIGMAR1 
es el ácido aspártico D188 en el SBDLII, responsable de interactuar con los 
nitrógenos básicos de la mayoría de los ligandos (Figura 4.5 C) (revisado en 
(Ruoho, Chu et al. 2012)).
 No se conoce la base molecular de la modulación por ligandos de las 
funciones celulares de SIGMAR1. La clasificación de agonistas y antagonistas 
de SIGMAR1 obedece fundamentalmente a estudios fisiológicos en animales, 
siendo los definidos como agonistas los ligandos que inducen la hiperloco-
moción u otra respuesta fisiológica y como antagonistas los ligandos que blo-
quean esas respuestas. A nivel molecular se ha definido que los agonistas de 
SIGMAR1 provocan su disociación de sus parejas de interacción BiP/ GRP78 
(HSPA5, 78 kDa glucose-regulated protein) (Ortega-Roldan, Ossa et al. 2013) 
y ANK2 (Ankyrin-2) (Hayashi y Su 2001), mientras los antagonistas bloquean 
la disociación inducida por los agonistas. Así, se considera que los agonistas 
activan mientras los antagonistas bloquean las funciones de SIGMAR1. Sin 
embargo, la relación entre la unión al receptor y la respuesta biológica per-
manece por aclarar, aunque en algunos casos se ha propuesto una acción in-
directa mediante la modulación de la acción de sus parejas como en el caso de 








(revisado en (Su y Hayashi 2003)). Asimismo se ha propuesto que la unión de 
ligandos puede inducir la relocalización subcelular de SIGMAR1 (Hayashi y 
Su 2003)). Un estudio reciente mostró que la unión de ligandos a SIGMAR1 
cambia su estado de oligomerización, de manera que los antagonistas estabi-
lizan mientras los agonistas disocian los oligómeros de gran tamaño molecular 
(Mishra, Mavlyutov et al. 2015). 
4.3.4 Funciones fisiológicas y mecanismos moleculares propuestos
4.3.4.1 Estudios fisiológicos
 Las funciones fisiológicas de SIGMAR1 no se han definido con pre-
cisión. Sin embargo, éstas parecen estar más bien relacionadas a respuestas 
adaptativas a condiciones estresantes, y no esenciales en el desarrollo (Langa, 
Codony et al. 2003).
 Varios estudios fisiológicos sobre la administración de ligandos a ra-
tones han relacionado a SIGMAR1 con el desarrollo y función neuronal y la 
neuroprotección (Zhang, Shi et al. 2012, Ono; Tanaka et al. 2014; Peviani, Sal-
vaneschi et al. 2014) con el transporte mitocondrial axonal y con el correcto 
desarrollo de axones y dendritas (revisado en (Ruscher y Wieloch 2015)). Asi-
mismo, se ha propuesto un papel en el control de la neuroinflamación (Dong, 
Ma et al. 2016), la neuroprotección frente a la toxicidad inducida por proteína 
amiloide APP (Amyloid beta A4 protein) (Marrazzo, Caraci et al. 2005) y la pro-
tección frente a la degeneración retinal (Wang, Saul et al. 2016).
 A nivel celular, la pérdida de función de SIGMAR1 se ha asociado con 
alteraciones en la estructura del ER y aparato de Golgi, defectos del tráfico 
endosomal, la vía autofagolisosomal (Vollrath, Sechi et al. 2014, MacVicar, 
Mannack et al. 2015; Cao, Walker et al. 2016) y la actividad del proteosoma 
(Prause, Goswami et al. 2013), con  daño mitocondrial, así como con un incre-
mento de la muerte celular en condiciones de estrés (Wang y Duncan 2006, 
Mavlyutov, Nickells et al. 2011, Ha, Saul et al. 2012, Omi, Tanimukai et al. 2014, 
Wang, Shanmugam et al. 2015, Wong, Hristova et al. 2016). 
4.3.4.2 Estudios moleculares
 La función de SIGMAR1 se ha asociado molecularmente a la modu-
lación próxima o distal de la actividad de varias proteínas, de manera predomi-
nante receptores acoplados a proteína G (GPCR, del inglés G-protein coupled 








asociado a la estabilización y función del sensor de estrés de ER IRE1 (Mori, 
Hayashi et al. 2013), las quinasas p38 MAPK (MAPK14, Mitogen-activated pro-
tein kinase 14) (Moon, Roh et al. 2014) y ERK1/2 (MAPK1/3) (Mueller, Park et 
al. 2014), entre otros. 
 En el único perfil de expresión génica publicado hasta el momento de 
células deficientes en SIGMAR1 (neuronas de rata) se observó una regulación 
diferencial de las categorías de citoesqueleto de actina, metabolismo de lípi-
dos, proteínas del ER, estrés oxidativo, sinapsis y respuesta inflamatoria (Tsai 
y Rothman 2012). 
 Estudios moleculares le han atribuído un papel en la reconstitución de 
balsas lipídicas (revisado en (Hayashi y Su 2003) y (Takebayashi, Hayashi et 
al. 2004)). Por otra parte, en varios de estos estudios se ha propuesto una 
función de SIGMAR1 en la regulación post-traduccional de proteínas, incluy-
endo la regulación de la dinámica de autofosforilación y estabilidad de IRE1 
(Mori, Hayashi et al. 2013), la regulación del transporte del factor de crecimien-
to BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) (Fujimoto, Hayashi et al. 2012) y la 
regulación de la función canales de iónicos como KCNH2 (Potassium voltage-
gated channel subfamily H member 2) (Crottès, Martial et al. 2011) y KCNA3 
(Potassium voltage-gated channel subfamily A member 3) (Kinoshita, Matsuoka 
et al. 2012) y ASIC1 (Acid-sensing ion channel 1) (Mari, Katnik et al. 2015).
  Recientemente se ha propuesto que SIGMAR1 podría unir ácido mirísti-
co y regular post-traduccionalmente la función de proteínas mediante su modi-
ficación por miristoilación (Ciesielski, Su et al. 2016).
4.3.5 Asociación de SIGMAR1 con enfermedades neurodegenerativas 
 La pérdida de función de SIGMAR1 se asocia con el desarrollo o agra-
vamiento de varias enfermedades neurodegenerativas que conllevan la acu-
mulación intracelular de agregados de proteínas incluyendo esclerosis lateral 
amiloide (ALS, del inglés amyloid lateral slerosis) (Al-Saif, Al-Mohanna et al. 
2011; Huang, Zheng et al. 2011; Belzil, Daoud et al. 2013)(revisado en (Mav-
lyutov, Guo et al. 2015))(Luty, Kwok et al. 2010), la enfermedad de Alzheimer 
(Uchida, Ujike et al. 2005; Mishina, Ohyama et al. 2008; Fehér, Juhász et al. 
2012), la enfermedad de Parkinson (Mishina, Ishiwata et al. 2005) y la enferme-
dad de Huntington (Miki, Tanji et al. 2015). Además, se ha relacionado con la 
adicción (Cottone, Wang et al. 2012; Blasio, Valenza et al. 2015; Valenza, DiLeo 








et al. 2011) y la muerte neuronal (Wang y Duncan 2006, Mavlyutov, Nickells et 
al. 2011). En acuerdo con esto, se considera que la acción de ciertas drogas 
anti-depresivas que han resultado funcionar como ligandos de SIGMAR1, in-
cluyendo inhibidores de la recaptación de serotonina, podrían mediar parte de 
sus efectos mediante su unión a SIGMAR1 (Frecska, Szabo et al. 2013; Hashi-
moto, 2009; Hashimoto 2015). 
 Entre las funciones moleculares de SIGMAR1 que se han propuesto 
como posibles determinantes de los fenotipos fisiológicos relacionados con la 
funciones neuronales se incluyen la modulación de los niveles y/o el tráfico de 
ciertas proteínas importantes para la función neuronal, como IP3R3, BNDF y 
NMDAR, (Fujimoto, Hayashi et al. 2012, Pabba, Wong et al. 2014), la liberación 
de neurotransmisores como el Glutamato (Pabba, Wong et al. 2014; Vidal-Tor-
res; Fernández-Pastor et al. 2014), la resolución de estrés de ER (Ha, Dun et 
al. 2011) y la regulación de mecanismos inflamatorios (revisado en (Gris, Co-
bos et al. 2016))(Shanmugam, Wang et al. 2015). 
 El papel neuroprotectivo de SIGMAR1 junto a su capacidad de ser 
modulada por ligandos tiene un creciente interés en clínica, como diana en 
terapia del dolor (Gris, Portillo-Salido et al. 2016) en enfermedades nerológicas 
(revisado en (Francardo, Bez et al. 2014, Tsai, Pokrass et al. 2014, Hayashi 
2015)).
4.3.6 Asociación de SIGMAR1 con el cáncer
 Los niveles de expresión aberrantes de SIGMAR1 se relacionan con 
algunos tipos de cáncer como cáncer de mama (B. Wang et al., 2004) y cáncer 
colorectal (Skrzycki y Czeczot 2013). Se presume que el papel pro-tumoral de 
SIGMAR1 está relacionado con sus funciones antiapoptóticas (Crottes, Guiz-
ouarn et al. 2013, Sun, Kawahara et al. 2014, Xu, Yi et al. 2014). Además, se ha 
sugerido que su interacción con integrina ITGB1 (Integrin beta-1) y la mediación 
de la adhesión celular pudiera tener una implicación en el fenotipo invasivo de 
células tumorales (Crottès, Rapetti-Mauss et al. 2016)(revisado en (Su, Su et 
al. 2016)). Por otra parte, un posible papel proinflamatorio de SIGMAR1 se ha 
propuesto como base de los efectos pro-tumorales de sus ligandos agonistas 
(Zhu, Sharma et al. 2003, Gardner, Zhu et al. 2004).
 Así, SIGMAR1 empieza a considerarse una diana prometedora en tera-
pia y diagnóstico de cáncer. Los ligandos de SIGMAR1 inducen selectivamente 








diada por SIGMAR1 de la interleuquina IL24 (Interleukin-24) y la activación de 
estrés de ER e inducción exacerbada de mROS en las células tumorales donde 
SIGMAR1 está sobre-expresado (Spruce, Campbell et al. 2004, Mégalizzi, De-
caestecker et al. 2009, Do, Herrera et al. 2013, van Waarde, Rybczynska et al. 
2015). 
4.3.7 Papel de SIGMAR1 en la infección por HCV
 Previamente en nuestro grupo se ha revelado el papel proviral de SIG-
MAR1 en el establecimiento de la infección por HCV en cultivo celular (Friesland, 
Mingorance et al. 2013). Experimentos de silenciamiento mediado por interfer-
encia de RNA (RNAi) señalan que SIGMAR1 es un factor limitante al inicio de 
la infección, que regula un paso conducente a la replicación viral posterior a 
la entrada y distinto de la traducción primaria, o al menos independiente de la 
capacidad de traducción mediada por su IRES. Sin embargo, la función de SIG-
MAR1 parece limitarse al establecimiento de la infección de novo, ya que su 
deficiencia no afecta la replicación viral en células persistentemente infectadas 
o en células que portan un replicón constitutivo (Friesland, Mingorance et al. 
2013). El evento y el mecanismo molecular precisos implicados en la particici-
pación de SIGMAR1 en el ciclo infectivo de HCV permanece por dilucidar y se 
plantearon como objetivo inicial de este trabajo.
 Una observación interesante del trabajo de Friesland et. al en 2013 fue 
que el clon celular hiperpermisivo Huh-7.5.1 muestra una dependencia menor 
y más transitoria de SIGMAR1 para el establecimiento de la infección por HCV 
(Friesland, Mingorance et al. 2013), lo cual, dadas las diferencias en la re-
spuesta mediada por el PRR RIG-I entre estas células (Blight, McKeating et 
al. 2002), sugiere una posible implicación de SIGMAR1 en la regulación de la 
respuesta innata antiviral. Esta hipótesis también se ha abordado experimen-
talmente en la presente tesis doctoral.















5. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
Hipótesis: 
1. La deficiencia de SIGMAR1 potencia la magnitud de la respuesta antiviral de 
las células Huh-7 frente al virus de la hepatitis C, lo cual retrasa la replicación 
viral a tiempos tempranos de la infección.
2. La deficiencia de SIGMAR1 interfiere con la formación de los complejos de 
replicación de HCV en un evento posterior a la traducción de genomas entran-
tes.
Objetivos:
1. Conocer los mecanismos que subyacen a la función proviral de SIGMAR1 en 
el establecimiento de la infección por HCV
1.1 Determinar si SIGMAR1 regula la respuesta innata antiviral 
frente a virus de RNA, y si la posible regulación por SIGMAR1 
de la respuesta innata antiviral mediada por RLRs determina el 
papel aparentemente proviral de SIGMAR1 en la infección por 
HCV
1.2 Determinar si SIGMAR1 regula el destino de las proteínas 
virales de HCV entre la traducción primaria y el establecimiento 
de la replicación
2. Identificar procesos celulares regulados por SIGMAR1 en células humanas
2.1 Evaluar la expresión génica y proteómica diferencial de célu-
las deficientes en SIGMAR1
2.2. Evaluar la composición proteómica de complejos que con-
tienen SIGMAR1















6. MATERIALES Y MÉTODOS
6.1 Líneas celulares y condiciones de cultivo celular
- Huh-7: Línea celular derivada de células de hepatoma humano (Nakabayashi, 
Taketa et al. 1982), cedida gentilmente por el Dr. Francis V. Chisari (TRSI, Cali-
fornia, EEUU); línea de referencia para el estudio de la infección por HCV en 
cultivo celular.
- Huh-7.5.1 Clon 2: Clon hiperpermisivo a la replicación de HCV (Pedersen, 
Cheng et al. 2007), derivado del subclon Huh 7.5.1 (Zhong, Gastaminza et al. 
2005).
- HEK293T: Línea celular derivada de células de riñón embrionario humano 
(ATCC CRL-3216) (DuBridge, Tang et al. 1987), cedida gentilmente por el Dr. 
Juan Ortín (CNB-CSIC, Madrid, España) (ATCC).
-A549: línea celular derivada de células de carcinoma de pulmón humano 
(Giard, Aaronson et al. 1973) (ATCC-CCL185) 
 Todas las líneas celulares se mantuvieron en medio de cultivo DMEM 
(del inglés Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Gibco, 31600-091) suplemen-
tado con 10 µM HEPES, 1% v/v de aminoácidos no esenciales (Sigma-Aldrich, 
M7145), 100 UI/ml penicilina/estreptomicina (Gibco, ThermoFisher Scientific, 
15140122) y 10 % v/v de suero fetal bovino (Cultek, 0677B) previamente inacti-
vado por calor (56°C 30 min), en adelante referido como DMEM completo. Las 
condiciones de cultivo celular fueron en todos los casos 37 OC, 5 % CO2 y 90 % 
de humedad. Para la selección y mantenimiento de las líneas transducidas con 
los vectores lentivirales para silenciamiento (Sección 6.8) o expresión (Sección 
6.9) que contienen gen pac de resistencia a puromicina, el medio de cultivo 
se suplementó además con de dihidrocloruro de puromicina (Sigma-Aldrich, 
P8833), a 5 µg/ml o 1 µg/ml, respectivamente.
6.2 Virus 
 6.2.1 Virus Sendai (SeV) del aislado Cantell producido en fluido alanto-
ideo de huevos de pollo embrionados mediante pases sucesivos a alta multi-
plicidad de infección MOI (del inglés multiplicity of infection) con una alta tasa 
de genomas defectivos de la forma ssRNA 5´ trifosforilados producidos durante 













RLRs y han sido extensamente empleadas para estudiar esta vía de señal-
ización antiviral (Kato, Takeuchi et al. 2006)(Strahle, Garcin et al. 2006) Baum 
y García-Sastre 2011), cedido gentilmente por el Dr. Estanislao Nistal (Univer-
sidad San Pablo-CEU de Madrid, España)
 6.2.2 Virus de la estomatitis vesicular (VSV) generado en células Vero 
(ATCC CCL-81) mediante pases a baja MOI, cedido gentilmente por el Dr. Juan 
Ortín (CNB-CSIC, Madrid, España).
 6.2.3 Virus recombinante MVA-HCV (Gómez, Perdiguero et al. 2013) 
que expresa la región poliproteína de HCV de genotipo 1a (excepto región C-
terminal de NS5B) bajo el promotor sE/L de MVA, cedido gentilmente por el Dr. 
Mariano Estéban (CNB-CSIC, Madrid, España).
 6.2.4 Vectores lentivirales para silenciamiento o expresión, generadas 
según se describe en Sección 6.8 y Sección 6.9, respectivamente. Son partícu-
las producidas a partir de vectores para el ensamblaje de lentivirus modificado 
del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1) pseudotipado con la envuelta 
de VSV y un vector lentiviral de transferencia donde se ha clonado un shRNA 
o un cDNA determinado, para su integración y expresión en células humanas 
(Kafri, Blomer et al. 1997, Dull, Zufferey et al. 1998).
 6.2.5 Partículas virales de HCV JFH1 generadas por complementación 
en trans (HCVTCP) en células empaquetadoras (Steinmann, Brohm et al. 2008)
Son partículas virales auténticas con capacidad de replicarse pero cuyo geno-
ma (SGR-JFH-1-Luc) (Sección 6.3.1) carece de la región estructural y por tanto 
no pueden ensamblarse y formar nueva progenie infectiva en la célula diana. 
Contienen en su genoma un gen reportero de luciferasa que permite evaluar la 
replicación. Se emplean como modelo de las primeras etapas de infección en 
un ciclo único (Steinmann, Brohm et al. 2008).
6.3 Construcciones virales subgenómicas
 6.3.1 SGR-JFH-1-Luc: Replicón subgenómico basado en la secuencia 
consenso de la cepa JFH-1 (genotipo 2a) de HCV (Kato, Sugiyama et al. 2003). 
Consta de dos cistrones: el primero que contiene el IRES de HCV para la tra-
ducción del gen reportero de luciferasa de Photinus pyralis (Firefly) y el segun-
do, que contiene el IRES del virus de la encefalomiocarditis (ECMV) para la tra-
ducción de las proteínas no-estructurales de HCV NS3-NS5B. Las secuencias 













emplea como modelo de estudio de la replicación viral de HCV2a y como minig-
enoma para la producción de HCVTCP (Sección 6.2.5). Fue cedida gentilmente 
por el Dr. Ralf Bartenshlager (Universidad de Heidelberg, Alemania).
 6.3.2 SGR-JFH-1-Luc-dGND: Construcción derivada de SGR-JFH-1-
Luc que contiene una mutación puntual (GDD-GND) en el motivo catalítico de 
la polimerasa NS5B que lo hace defectivo para la replicación. En esta construc-
ción el gen luc de Photinus pyralis (Firefly) está sustituído por el gen luc de 
Renilla reniformis (Renilla).
 Ambas construcciones subgenómicas se produjeron mediante la tran-
scripción in vitro de sus cDNAs moldes linearizados con el enzima de restric-
ción XbaI, empleando la herramienta comercial Megascript T7 (Ambion, Life 
technologies AM1334) según las recomendaciones de los fabricantes.
6.4 Plásmidos
-pFK_i389-Firefly-Luc_EI_NS3-3’ JFH1: Plásmido molde del replicón sub-
genómico de JFH-1. Contiene la secuencia del subgenoma viral (región replica-
sa) expresado bajo el control del promotor ECMV y un gen reportero luciferasa 
de Photinus pyralis (Firefly) tras la secuencia IRES de HCV.
-pLKO.1 Vector lentiviral de transferencia para silenciamiento que permite el 
clonaje de shRNAs bajo el control transcripcional del promotor U6 y contiene 
el gen pac aislado de Streptomyces sp., marcador de resistencia a puromicina 
bajo el control del promotor CMV. Dichas secuencias están flanqueadas por 
repeticiones largas terminales (LTRs, del inglés long terminal repeats) para su 
integración por transducción lentiviral.
-plKO.1-shRNATT, plKO.1-shRNAscrambled y plKO.1-shRNAFluc: Vectores 
lentivirales de transferencia para silenciamiento que contienen shRNA sin diana 
en transcriptoma de mamíferos y el gen pac aislado de Streptomyces sp., mar-
cador de resistencia a puromicina. (shRNA mission Sigma-Aldrich, Tabla 6.I), 
referidos el el texto como shCTRL1, shCTRL2 y shCTRL3, respectivamente.
-plKO.1-shRNA595, plKO.1-shRNA667, plKO.1-shRNA1160 : Vectores lentivi-
rales de transferencia para silenciamiento contienen el cDNA codificante de un 
shRNA dirigido al mRNA de SIGMAR1 y el gen pac aislado de Streptomyces 
sp., marcador de resistencia a puromicina (shRNA mission Sigma-Aldrich, Tabla 













-pdl.BVDV/Npro.puro: Vector lentiviral de transferencia para la expresión de la 
proteasa viral Npro de BVDV (Everett, Young et al. 2008), cedido gentilmente 
por el Dr. Hugh Reyburn (CNB-CSIC, España).
-pRSV-Rev: Plásmido de empaquetamiento lentiviral de tercera generación, 
que codifica el gen rev de HIV-1, cedido gentilmente por el Dr. Didier Trono 
(EPFL, Laussane, EEUU)(Addgene, 12253).
-pMDLg/pRRE: Plásmido de empaquetamiento lentiviral de tercera generación, 
que codifica los gag y pol de HIV-1, cedido gentilmente por Dr. Didier Trono 
(EPFL, Laussane)(Addgene, 12251)
-pSPAX2: Plásmido de empaquetamiento lentiviral de segunda generación, que 
codifica los genes gag, pol, rev y tat de HIV-1; puede utilizarse con vectores de 
transferencia de segunda o tercera generación (dependientes o independien-
tes de Tat), cedido gentilmente por Dr. Didier Trono (EPFL, Laussane, EEUU)
(Addgene, 12260).  
-pMD2.G: Plásmido de envoltura lentiviral, que expresa la proteína G de VSV 
empleado para la generación de partículas lentivirales, cedido gentilmente por 
el Dr. Didier Trono (EPFL, Laussane)(Addgene, 12259). 
-pGEM-T: Plásmido para clonaje de productos de PCR (Promega, 
A3600).
-pcDNA3: Plásmido para clonaje y expresión en células de mamíferos bajo pro-
motor de CMV, que contiene un marcador de resistencia a neomicina (Thermo 
Fisher Scientific)
-pMCS-RIG-I-CARD: Plásmido para expresión en células de mamíferos de 
los dominios CARD de RIG-I bajo el promotor de CMV que funciona como un 
análogo constitutivamente activo de RIG-I en la inducción de la vía de los RLRs 
(Gack, Kirchhofer et al. 2008), cedido gentilmente por el Dr. Estanislao Nistal 
(Universidad San Pablo-CEU de Madrid, España). 
-pEF-BOS-MAVS: Plásmido para expresión en células de mamíferos de la pro-
teína humana MAVS, cedido gentilmente por el Dr. Fujita (Tokyo Metropolitan 
Institute of Medical Science, Tokyo, Japón)(Addgene, 27224)
-pIRF3-5D: Plásmido para expresión en células de mamíferos de la variante 
fosfomimética de proteína humana IRF3, con residuos de aspártico en los cinco 













tani et al. 2012), cedido gentilmente por la Dr. Dolores Rodríguez (CNB-CSIC, 
Madrid, España).
-pCAGGS-T7: Plásmido para expresión en células de mamíferos de la RNA 
polimerasa del bacteriófago T7, cedido gentilmente por el Dr. Juan Carlos de la 
Torre (The Scripps Research Institute, California, EE.UU).
-pTM-NS3-4A: Plásmido para expresión de la región NS3-NS4A de la polipro-
teína viral de HCV bajo el control del promotor de la RNA polimerasa del bacte-
riófago T7(Romero-Brey, Merz et al. 2012), cedido gentilmente por el Dr. Volker 
Lohmann (Universidad de Heidelberg, Alemania).
-pTM-NS3-5B: Plásmido de expresión de la región NS3-NS5B de la polipro-
teína viral de HCV bajo el control del promotor de la RNA polimerasa del bacte-
riófago T7 (Romero-Brey, Merz et al. 2012), cedido gentilmente por el Dr. Volker 
Lohmann (Universidad de Heidelberg, Alemania).
-pRenilla-Luc-null: Plásmido de expresión de la luciferasa de Renilla reniformis 
(Renilla) bajo un promotor mínimo sin otros elementos reguladores, empleado 
como control de eficiencia de transfección en co-transfecciones (Clontech) ce-
dido gentilmente por el Dr. Juan Ortín (CNB-CSIC, Madrid, España).
-pIFNb(-116/+72)Lucter: Plásmido reportero que expresa la luciferasa de Pho-
tinus pyralis (Firefly) bajo el control del promotor  de IFNB1 (King y Goodbourn 
1992), cedido gentilmente por el Dr. Steve Goodburn (Universidad de Londres, 
Reino Unido).
-pISRE-Luc: Plásmido reportero que expresa la luciferasa de Photinus pyralis 
(Firefly)  bajo control por el elemento ISRE (Qiagen), cedido gentilmente por el 
Dr. Juan Ortín (CNB-CSIC, Madrid, España).
-pLV-TAP: Vector de expresión lentiviral del péptido TAP (del inglés tandem 
affinity purification), que permite su purificación en dos pasos consecutivos de 
cromatografía de afinidad. Contiene la secuencia codificante de una proteína 
recombinante TAP que incluye un dominio de unión a streptavidina (SBD), una 
secuencia diana de la proteasa TEV del virus del grabado del tabaco (TEV) y 
dos dominios proteína G en tándem, con afinidad por inmunoglobulina G (IgG) 
procedentes del vector comercial pCeMM-NTAP(GS) (Euroscarf, P30535), 
cedido gentilmente por The Austrian Academy of Sciences. Se emplea como 
control en la purificación por cromatografía de afinidad de proteínas de fusión 














-pLV-S1R_TAP: Vector de expresión lentiviral que contiene un cassette de ex-
presión de la proteína SIGMAR1 fusionada con la secuencia TAP que permite 
su purificación en dos pasos consecutivos de cromatografía de afinidad; cedido 
gentilmente por el Dr. Francis Chisari (The Scripps Research Institute, Califor-
nia, EE.UU)
-pLV-apoE_TAP: Vector de expresión lentiviral que contiene un cassette de ex-
presión de la proteína APOE fusionada con la secuencia TAP que permite su 
purificación en dos pasos consecutivos de cromatografía de afinidad; cedido 
gentilmente por el Francis Chisari (The Scripps Research Institute, California, 
EE.UU)
 Todos los plásmidos se amplificaron en la cepa competente de E.coli 
DH5a [genotipo  supE44  ΔlacU169  (φ80lacZΔM15)  hsdR17  recA1  endA1 
gyrA96  thiA1  relA1]  mediante transformación por choque térmico, que se 
cultivaron a 37°C  en medio Luria-Bertani LB (LB) en presencia del antibiótico 
de selección adecuado (100  μg/ml  kanamicina para p.Dest-mCherry-EGFP-
LC3B y 100  μg/ml  ampicillina para el resto), y se purificaron mediante el kit co-
mercial para purificación de plásmidos Pure Yield Maxiprep  System (Promega, 
A2393).
Tabla 6.I
Abb. en el 
texto
ID /Referencia Diana Secuencia
shCTLR1 shRNATT (Friesland, Mingo-
rance et al. 2013)





shCTLR2 Scrambled (Sarbassov, 
























shS1R1 shRNA Mission Sigma-Al-
drich
ID:NM_005866.2667s1c1
SIGMAR1 C C C T C T T C TATA C T C T T C -
GCTCTCGAG
AGCGAAGAGTATAGAAGAGGG
shS1R2 shRNA Mission Sigma-Aldrich 
ID:NM_005866.2657s1c1
SIGMAR1 G A C T T C C T C A C C C T C T T C -
TATCTCGAGATAGAAGAGGGT-
GAGGAAGTC




G C T C G A G C A A A T T G C T -
GCTGGGTTGAGG
6.5 Anticuerpos
·	 B-actin (Abcam, ab8226) Anticuerpo monoclonal de ratón frente a ac-
tina humana (ACTB, Actin, cytoplasmic 1). Se empleó como control de 
carga en Western blot (Sección 6.6) a una dilución de 1:5000.
·	 GAPDH (Abcam, ab-9485): policlonal conejo frente a la proteína GAP-
DH humana (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Se empleó 
como control de carga en Western blot a una dilución de 1:1000.
·	 Sigma Receptor (S-18) (Santa Cruz, sc-22948) Anticuerpo policlonal de 
cabra frente a la proteína receptor sigma-1 humana (SIGMAR1, S). Se 
empleó para deterctar SIGMAR1 a una dilución de 1:400.
·	 Mx1/2/3 (H-285) (Santa Cruz, sc-50509). Anticuerpo policlonal de cone-
jo frente a la proteína MX1 (Interferon-induced GTP-binding protein 
Mx1) humana. Se empleó para detectar Mx1 en Western blot a una 
dilución 1:1000.
·	 IFIT1 (N-16): (Santa Cruz, sc-82946) Anticuerpo policlonal de cabra fr-
ente a ISG56 humana (IFIT1, Interferon-induced protein with tetratrico-
peptide repeats 1). Se empleó para detectar ISG56 en Western blot a 
una dilución 1:1000.
·	 LC3B (D11) XP Rabbit mAb (Cell Signaling, 3868). Anticuerpo monoclo-
nal de conejo frente a LC3B humana (MAP1LC3B, Microtubule-associ-
ated proteins 1A/1B light chain 3B). Se empleó para detectar las formas 













·	 SQSTM1 (p62) Antibody (C-term): Anticuerpo policlonal purificado de 
conejo frente a la proteína humana p62 (SQSTM1, Sequestosome-1). 
Se empleó para detectar SQSTM1 en Western blot a una dilución 
1:1000.
·	 MAVS (E3): (Santa Cruz, sc-166583). Anticuerpo monoclonal de ratón 
frente a MAVS humana. Se empleó para detectar MAVS en Western 
blot a una dilución 1:1000.
·	 Anti-Seladin 1 antibody: (Abcam, ab40490). Anticuerpo policlonal de 
ratón frente a DHCR24 humana. Se empleó para detectar DHCR24 en 
Western blot a una dilución 1:1000.
·	 NS3 2E3: (Biofront, HCV-2E3). Anticuerpo monoclonal de ratón frente 
a la proteína NS3 de HCV genotipo 2a. Se empleó para detectar NS3 
HCV2a en Western blot a una dilución 1:2000, y en inmunofluorescen-
cia (Sección 6.27) a una dilución 1:250.
·	 NS5A 7B5 (Biofront, HCV-7B5) Anticuerpo monoclonal de ratón frente 
a la proteína NS5A de HCV genotipo 2a. Se empleó para detectar NS5 
HCV2a en Western blot a una dilución 1:500, y en inmunofluorescencia 
a una dilución 1:250.
·	 NS3 HCV (Abcam, ab21124) Anticuerpo policlonal de cabra frente a la 
proteína NS3 de HCV genotipo 1a. Se empleó para detectar NS3 HC-
V1a en Western blot a una dilución 1:3000, y en inmunofluorescencia a 
una dilución 1:500.
·	 NS5A HCV (H26) (Abcam, ab13833) Anticuerpo monoclonal de ratón 
frente a la proteína NS5A de HCV genotipo 1a. Se empleó para detectar 
NS5 HCV1a en Western blot a una dilución 1:500, y en inmunofluores-
cencia a una dilución 1:250.
·	 Goat Anti-Mouse IgG (H + L)-HRP Conjugate (Biorad, 170-6516). Anti-
cuerpo monoclonal de cabra frente a IgG de ratón conjugado a peroxi-
dasa. Se empleó como anticuerpo secundario en Western blot a una 
dilución 1:20000.
·	 Anti-Rabbit IgG (whole molecule)–Peroxidase antibody produced in goat 
(Sigma, A9169). Anticuerpo monoclonal de cabra frente a IgG de conejo 
conjugado a peroxidasa. Se empleó como anticuerpo secundario en 













·	 Anti-Goat IgG (whole molecule)–Peroxidase antibody produced in rabbit 
(Sigma, A5420). Anticuerpo monoclonal de conejo frente a IgG de cabra 
conjugado a peroxidasa. Se empleó como anticuerpo secundario en 
Western blot a una dilución 1:80000.
·	 Alexa Fluor Goat a-mouse 546, a-goat 546, a-mouse (Novex, Life Tech-
nologies). Se emplearon como anticuerpos secundarios en inmunofluo-
rescencia a una dilución 1:500.
6.6 Electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de ac-
rilamida (SDS-PAGE), tinción con Ag y Western blot
 La separación de proteínas para su inmunodetección se realizó en me-
diante electroforesis en geles de acrilamida y condiciones desnaturalizantes 
según método estándar (Laemmli 1970). Las muestras de células se reco-
gieron directamente en tampón de ruptura (25 mM Tris-HCl pH 6,8, 50 mM 
1,4-ditriotreitol (DTT), 1 % SDS, 0,05 % azul de bromofenol, 5 % glycerol), 
se calentaron durante 10 min a 100 oC, se centrifugaron a 7000 g durante 1 
min a 4 oC y se cargaron en geles previamente montados usando solución de 
acrilamida:bisacrilamida (29:1) (BioRad) a porcentaje final atendiendo al peso 
molecular de las proteínas a detectar. La electroforesis se realizó a una intensi-
dad de corriente de 40 mA. 
 Posteriormente, el gel de poliacrilamida se reveló usando la tinción con 
nitrato de plata (Switzer, Merril et al. 1979, Jorba, Juarez et al. 2008).  
 Alternativamente, las proteínas se transfirieron del gel a membranas 
de polivinilideno (PVDF; Immobilon P, Millipore) usando un sistema húmedo 
(Amersham, TE 22 Mini Tank Transfer Unit) con tampón de transferencia (Tris 
5,8 g/L, Glicina 2,9 g/L, SDS 0,33 g/L methanol 20 % (v/v)) y aplicando una 
corriente de 150 mA con voltaje libre a 4oC durante 16 h. Una vez transferidas 
las proteínas, la membrana se bloqueó con 3% BSA (o 5 % leche descremada 
para la detección de SIGMAR1) en PBS 0,25% Tween20 durante 1 h a 25 OC y 
en agitación. Posteriormente, las membranas se incubaron con las diluciones 
correspondientes de anticuerpo primario (Sección 6.5) durante 1 h a 25 OC. 
Después de tres lavados con PBS-0,25% Tween20, las membranas se incu-
baron con el anticuerpo secundario correspondiente (Sección 6.5) durante 1 
h a 25 OC. Finalmente las membranas se lavaron tres veces con PBS- 0,25 % 
Tween20 y se reveló la reacción de quimioluminiscencia con una solución de 













cumárico, 0,01% (v/v) H2O2), y se expusieron películas sensibles a quimiolu-
miniscencia que se revelaron en reveladora M35 X-OMAT Processor (Kodak). 
Las señales se analizaron con el software ImageJ 1.45s según lo previamente 
descrito (Schneider, Rasband y Eliceiri, 2012), determinándose el rango lineal 
de las señales para así comparar la señal entre las distintas muestras.
6.7 Evaluación de la viabilidad celular mediante ensayo de MTT 
 Para medir la viabilidad celular se empleó como medida indirecta la 
actividad reductasa mitocondrial mediante ensayo de reducción de bromuro de 
metiltiazolildifenil tetrazolio (MTT) (Denizot y Lang, 1986). Las células se sem-
braron el día anterior a una densidad de 104 células/ pocillo en placas M96.  Al 
día siguiente se les retiró el medio, que se sustituyó por 50 µl de medio fresco 
conteniendo 0,25 mg/ml de MTT (Sigma-Aldrich, M2128) y se devolvieron al 
incubador. Tras un tiempo de incubación de aproximadamente 30 min y cuando 
los cristales azules de formazán eran evidentes al microscopio, el medio se 
retiró por inversion sobre un papel secante y se añadió solución disolvente 
(isopropanol, 0,1 % NP40, 1 M HCl) y se agitó en balancín hasta disolución. La 
absorbancia se midió empleando un colorímetro de placas con un filtro de 570 
nm (Appliskan, Thermo Fisher Scientific), empleando como blanco el promedio 
de los pocillos de células tratadas con SDS y como control positivo el promedio 
de los pocillos tratados tratados con la condición mock o control.
6.8 Generación de partículas lentivirales para silenciamiento génico 
por RNA interferente (RNAi)
 Para la generación de lentivirus para silenciamiento génico se empleó 
un sistema de empaquetamiento tercera generación que es independiente de 
Tat y separa en dos plásmidos los componentes de empaquetamiento e inte-
gración Gag - Pol y de regulación Rev, incrementando la seguridad biológica 
del sistema. 
 Los plásmidos de empaquetamiento, pMDLg/pRRE  (10 μg)  y  pRS-
VPRev  (3.6  μg),  el  plásmido  de  envuelta,  pMD2.G  (3  μg)  y  el  vector  de 
transferencia,  pLKO.1-shRNA   (10 μg) (Sección 6.4), se co-transfectaron en 
2.5 X 106 células  HEK293T mediante transfección con fosfato cálcico en placas 
de 10 cm de diámetro. Brevemente, para cada preparación los plásmidos se 
adicionaron a 500 µL de una solución de 250 mM CaCl2 que luego se mezcló 













Na2HPO4·2H2O, 12 mM D-Glucosa, 50 mM HEPES (pH 7,3), pH 7,05) y se 
esperó a la formación de agregados de fosfato cálcico conteniendo el DNA (du-
rante 1 min). Esta mezcla se añadió a la monocapa de células HEK293T a 60 % 
de confluencia. Después de 48 h los sobrenadantes conteniendo los lentivirus 
se recogieron y filtraron con filtros de 0,45 µM y se almacenaron a -80 oC hasta 
su uso. Estas preparaciones se evaluaron por su capacidad de conferir a las 
células diana resistencia al antibiótico de selección puromicina. En cada caso, 
se determinó el volumen mínimo capaz de conferir resistencia a puromicina al 
100 % de las células transducidas, el cual sería empleado subsiguientemente 
para el silenciamiento génico de poblaciones celulares (Sección 6.12). 
6.9 Generación de partículas lentivirales para la expresión de 
la proteasa viral Npro de BVDV
 Para la generación de lentivirus para la expresión estable de la pro-
teína viral Npro del virus de la diarrea viral bovina (BVDV) se empleó el vector 
lentiviral de segunda generación pdl.BVDV/Npro.puro, que codifica el cDNAs 
para la expresión de Npro y el marcador de resistencia a puromicina pac o un 
lentivirus control pLKO.1 (5 μg), un plásmido de empaquetamiento de segunda 
generación, pSPAX2 (5 μg) y un plásmido de  envoltura,  pMD2.G  (3  μg)  (Sec-
ción 6.4), para la generación de preparaciones de lentivirus (Sección 6.9), veri-
ficando el menor volumen de éstas capaz de conferir resistencia a puromicina 
y bloquear la respuesta antiviral mediada por IRF3 de las poblaciones celulares 
transducidas (Sección 6.18). 
6.10 Generación de partículas lentivirales para la expresión de 
la construcción para purificación en tándem TAP y las proteí-
nas de fusión APOE-TAP y SIGMAR1-TAP
 Los vectores pLV-SIGMAR1-TAP, pLV-APOE-TAP y pLV-TAP (Sección 
6.4) se emplearon para generar lentivirus para la expresión estable de las pro-
teínas de fusión en células de mamíferos, empleando un sistema de empaqu-














6.11 Generación de partículas virales transcomplementadas de 
HCV- JFH1 (HCVTCP)
 Las partículas transcomplementadas de hepatitis C (HCVTCP) son 
partículas virales de HCV encapsidadas en trans en células empaquetadoras, 
que portan un genoma defectivo para la encapsidasión y formación de nuevo 
virión infectivo y contienen un gen reportero de luciferasa. Así, las HCVTCP son 
un sistema modelo de ciclo único de infección que permite el estudio de esta-
dios tempranos de la infección (entrada viral, traducción y replicación del RNA 
viral) en laboratorios con nivel de bioseguridad 2. 
 Para la producción de HCVTCP se emplearon líneas celulares empaqu-
etadoras Huh-7.5.1 clon-2 que expresan las proteínas virales core-E1 y E2-
p7-NS2 a partir de dos construcciones lentivirales integradas en su genoma. 
Estas células fueron electroporadas con 1 µg/ 106 células del RNA transcrito 
in vitro del replicón SGR-JFH1-luc según el método descrito por Steinmann y 
colaboradores en 2008 (Steinmann, Brohm et al. 2008). Los sobrenadantes 
infecciosos de las células electroporadas se recogieron 24, 48, 72 y 96h tras 
la electroporación, se filtraron con filtros de 0,45 μm y se almacenaron a -80oC 
hasta su uso. La evaluación de la infectividad de las HCVTCP se realizó medi-
ante la infección en células Huh-7 como se describe en Seción 6.15.
6.12 Silenciamiento génico en células humanas mediante la trans-
ducción con partículas lentivirales para silenciamiento por RNAi
 Las células fueron transducidas con los volúmenes previamente es-
tablecidos (Sección 6.8) de lentivirus que expresan shRNA diseñados frente 
al mRNA de SIGMAR1 (shS1R1, shS1R2 o shS1R3) shRNA sin diana en el 
transcriptoma humano (shCTRL1, shCTRL2 o shCTRL3). A partir de 24 h tras 
la transducción lentiviral, las células fueron cultivadas en DMEM completo 
complementado con puromicina (Sección 6.1). Se monitorizó el silenciamiento 
mediante Western blot (Sección 6.6) y la viabilidad mediante ensayo de MTT 
(Sección 6.7) y se determinaron los puntos de óptimo silenciamiento y viabili-
dad celular, que fueron empleados en los subsiguientes experimentos. 
6.13 Generación de una línea celular  Huh-7 con expresión estable 
de la proteasa viral BVDB Npro













terminados  de lentivirus para la expresión de la proteasa Npro de BVDV o un 
lentivirus control, pLKO.1 (Sección 6.9). Pasadas 48 h tras la transducción, las 
células se mantuvieron en medio de selección DMEM completo complemen-
tado con puromicina (Sección 6.1). Tras cinco días de selección, se verificó la 
incapacidad de la población celular BVDV Npro+ seleccionada de responder a 
estímulos virales como la transfección con poly(I:C) (Sección 6.17) y la infec-
ción con SeV (Sección 6.18), mientras las células portadoras de pLKO.1 selec-
cionadas mostraban un fenotipo control.
6.14 Generación de líneas celulares Huh-7 con expresión estable de 
la construcción para purificación TAP, la proteína de fusión APOE-
TAP o SIGMAR1-TAP
 Las preparaciones de lentivirus LV-TAP, LV-SIGMAR1-TAP y LV-APOE-
TAP generadas en la Sección 6.10 se emplearon para transducir células Huh-7. 
La expresión de SIGMAR1 y APOE en los cultivos se verificó mediante inmuno-
fluorescencia (Secciones 6.27 y 6.28).
6.15 Evaluación de replicación de HCVTCP
 Las células Huh-7 o sus derivadas, sembradas a una densidad de 1 x 
104 células /pocillo en placas multipocillos M96 el día anterior, se inocularon 
con un volumen de 100-200 µL de preparación viral HCVTCP (Sección 6.2.5), 
añadido sobre su medio de cultivo, y se incubaron a 37°C durante 48 h. Pasado 
este tiempo, se retiró el sobrenadante y se evaluó la actividad luficerasa de los 
extractos celulares (Sección 6.26).
6.16 Transfección en líneas celulares humanas mediante lipotrans-
fección 
 Las células sembradas el día anterior, alcanzado un 80 % se trans-
fectaron con poly(I:C) (Invivogen, cat. ref. tlrl-picw) (Sección 6.17) o con plás-
midos (Secciones 6.19, 6.20 y 6.22) empleando el transfectante comercial 
lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific, 12566014), siguiendo las reco-
mendaciones de los fabricantes. Brevemente, las diluciones del transfectante 
y las diluciones de poly(I:C) o mezclas de plásmidos se prepararon en medio 
reducido en suero Opti-MEM I Reduced Serum Medium (Gibco, Thermo Fisher 
Scientific, 31985070) y se adicionó la dilución de transfectante sobre la de plás-













por 15 min. Pasado este tiempo, las células se transfectaron, adicionándose la 
mezcla gota a gota sobre el medio de cultivo fresco. 
6.17 Activación de la vía de los RLRs por transfección de poly(I:C) 
en células Huh-7 
 Las células Huh-7 sembradas en pocillos de M12 a un 80 % de con-
fluencia fueron transfectadas según se describe en Sección 6.16, empleando 
300 ng de poly:IC (Invivogen, cat. ref. tlrl-picw) y 1 µL de transfectante por 
pocillo. Pasadas 16 h desde la transfección, las células se recogieron en 1 ml 
de TRIzol (Ambion, 15596018) para extracción de RNA (Sección 6.24) y cuan-
tificación de genes antivirales mediante RT-PCR (Sección 6.25). La inducción 
se expresó como ratio entre el valor obtenido con poly I:C entre el valor basal 
(mock). Para comparar entre líneas celulares y para promediar experimentos 
independientes se emplearon dichos valores de inducción.
6.18 Activación de la vía de los RLRs por infección con el virus SeV
 Las células se sembraron el día anterior a una densidad de 105 células/ 
pocillo para las Huh-7 y las A549 y o 5 * 105 células/pocillo para las HEK293T en 
placas M12 en DMEM completo. La infección se realizó con una dilución 1:20 
de la preparación viral original, previamente establecido experimentalmente 
(Sección 6.2.1) en 200 μl de OptiMEM, durante 1h a 37 OC y 5 % CO2, agitando 
suavemente la placa cada 15 min. Pasado este tiempo se retiró el inóculo, se 
añadió DMEM completo y se incubó a 37 OC y 5 % CO2 durante 16 h (12 h para 
A549). Tras las 16 h de infección las células se recogieron en 1 ml de TRIzol 
(Ambion, 15596018) para la extracción de RNA (Sección 6.24) y cuantificación 
de genes antivirales mediante RT-qPCR (Sección 6.25).
 Los valores de inducción se calcularon como el ratio entre los valores 
obtenidos en la condición de estimulacoón con poly(I:C) y los valores basales 
(mock). La inducción relativa al control se determinó como el ratio entre el valor 
de inducción en cada situación experimental respecto al valor de inducción del 
control. Para comparar entre líneas celulares y para promediar los resultados 














6.19 Activación de la vía de los RLRs por transfección de plásmidos 
de expresión de mediadores constitutivamente activos de la vía 
 Para evaluar la activación de la vía de las RLRs en células deficientes en 
SIGMAR1 y sus controles, las células se co-transfectaron (Sección 6.16) con 
plásmidos de expresión de mediadores constitutivamente activos de la vía de 
los RLRs (RIG-I-CARD, MAVS, IRF3-5D), un plásmido reportero que expresa 
la luciferasa de Photinus pyralis (Firefly) bajo el control del promotor de IFNB1, 
pIFNb(-116/+72)Lucter, y un plásmido para control de transfección que expresa 
la luciferasa de Renilla reniformis bajo un promotor mínimo, pRenilla-Luc-null, 
(Sección 6.4). Pasadas 16 h desde la transfección, las células se lisaron en el 
tampón de lisis adecuado para la medición de la actividad luciferasa, que se 
realizó mediante ensayo dual de luciferasas como se describe en Sección 6.26. 
Los niveles de inducción de IFNB1 se cuantificaron como la medida relativa 
de la actividad de luciferasa Firefly en la condición estimulada vs control, nor-
malizada de acuerdo a la actividad luciferasa de Renilla reniformis (Renilla) en 
cada muestra. Para promediar los resultados de distintos experimentos, éstos 
se convirtieron en ratio de la tasa de inducción en las distintas líneas celulares 
respecto a la tasa de inducción en las células control de manera similar a la 
descrita en Sección 6.18.
6.20 Evaluación de la respuesta a estímulo con IFNA2A exógeno en 
células Huh-7 
 Las células Huh-7 sembradas en pocillos de M12 a un 80 % de con-
fluencia fueron transfectadas (Sección 6.16) empleando 300 ng del plámido 
pISREluc (Sección 6.4) y 1 µL de transfectante por pocillo. Pasadas 16 h desde 
la transfección, las células se estimularon con 100 U, 10 U y 1 U de IFNA2A 
(PBL Assay Science, 11100-1) en DMEM fresco durante 1h y después de 16 
h se recogieron en tampón de lisis y se determinó la actividad luciferasa (Sec-
ción 6.26). Alternativamente, las células Huh-7 se estimularon con IFNA2A en 
ausencia de plásmido reportero y a las 16 h tras el estímulo se recogieron en 
1 ml de TRIzol (Ambion, 15596018) para extracción de RNA (Sección 6.24) y 
cuantificación de genes antivirales mediante RT-PCR (Sección 6.25).
 La inducción se expresó como ratio entre el valor obtenido en células 
estimuladas frente  al valor basal (mock). Para comparar entre líneas celulares 














6.21 Ensayo de titulación viral por formación de placas de lisis del 
virus VSV
 Las células Huh-7, sembradas el día anterior a una densidad de 3x105 
células/ pocillo en placas M6, se inocularon durante 1 h a 37 OC y atmósfera 
de 5 % CO2 y 98 % de humedad con 100 µl diluciones seriadas (en solución 
de 5 μg/ml albúmina sérica bovina (BSA , bovine serum albumin)-PBS) de so-
brenadantes infecciosos de células deficientes en SIGMAR1 o células control 
que habían sido infectadas con con VSV moi 0,001 durante 12 horas. Tras 
la incubación, se retiró el inóculo y las células se incubaron en medio DMEM 
semi-sólido (complementado con 0,4 % agar 1 % DEAE-dextrano) en condicio-
nes de 37 OC, 5% CO2 y 98 % humedad durante 72 h. Después de las 72 h de 
incubación, las monocapas se fijaron con 5 % formaldehído-PBS durante 15 
min y se tiñeron con solución 15 % (v/v) de metanol y 1 % (w/v) del colorante 
histológico violeta cristal (Sigma-Aldrich, C3886). El número de placas se de-
terminó para cada dilución en que éstas pudieron contarse y se promedió el 
número de placas determinado para cada réplica de la misma muestra, corregi-
do por el factor de dilución. El título viral promedio se expresó como el número 
de placas virales por ml de inóculo. 
6.22 Expresión de la región NS3-5B de la poliproteína de HCV2a en 
ausencia de replicación mediante sistema de expresión basado en 
plásmidos
 Las células Huh-7, sembradas el día anterior a una densidad de 105 
células/ pocillo de M12 o sobre cristales en la misma superficie, se transfectaron 
con 500 ng de un plásmido de expresión de la polimerasa del bacteriófago T7 
(T7 pol) (pCAGSST7) y 1000 ng de un plásmido de expresión que contiene la 
region NS3-NS5B poliproteína de HCV bajo el control del promotor de la T7 pol, 
pTMNS3-5B (Sección 6.4) mediante transfección con lipofectamina (Sección 
6.16). Después de 36 horas las células se recogieron en tampón de carga para 
análisis de la expresión de las proteínas virales individuales por Western blot 
(Sección 6.6).
6.23 Expresión de la poliproteína de HCV1a mediante la infección 
con MVA-HCV
 Las células fueron sembradas el día anterior a la infección a una den-













superficie. Después, el medio se retiró y las células se expusieron a un volumen 
de 200 µl de inóculo viral a una multiplicidad de infección de 2, 5 o 10 del virus 
Vaccinia de Ankara Modificado (MVA) recombinante que expresa la poliproteína 
de HCV Core-NS5B, excepto las dos terceras partes C-terminales de NS5B 
(Gómez, Perdiguero et al. 2013), diluido en DMEM. Tras una hora de inocu-
lación a 37 OC 5 % CO2, el inóculo se retiró y se sustituyó por 1 ml de DMEM 
2 % SFB, 5 mg/ ml Citosina β-D-arabinofuranósido (Ara-C) (Sigma-Aldrich, 
C1768) y las células infectadas se incubaron por un perídodo de 2 a 12 h adi-
cionales a 37 OC y 5 % CO2. Al cabo de este tiempo las células se fijaron para 
microscopía de inmunofluorescencia (Secciones 6.27 y 6.28) o se recogieron 
en tampón de carga para analizar la expresión de las proteínas virales individu-
ales por Western blot (Sección 6.6) o en TRIzol (Ambion, 15596018) (Sección 
6.24) para analizar la expresión de RNA molde del ORF de la poliproteína viral 
mediante RT-qPCR (Sección 6.25).
6.24 Extracción de RNA total y tratamiento de RNA con DNasa para 
la eliminación de DNA contaminante
 Para la extracción de RNA se empleó TRIzol (Ambion, 15596018), 
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. 
 Las muestras de RNA de células transfectadas con DNA plasmídico 
del cual se quería cuantificar el producto de transcripción, se trataron adicio-
nalmente con DNasa para eliminar el DNA contaminante que podría afectar el 
resultado de la cuantificación. Para esto se empleó el kit comercial de DNasa 
Turbo DNA-free (Life Technologies, AM1907), siguiendo las recomendaciones 
de los fabricantes para muestras con alto contenido de DNA. Tras el tratamien-
to se verificó que las muestras estaban libres de DNA plasmídico amplificable 
mediante PCR. 
6.25 Cuantificación de mRNA mediante RT-qPCR 
 Las preparaciones de RNA obtenidas en Sección 6.24 se sometieron 
a reacción de reversotranscripción con hexámeros aleatorios empleando el 
kit comercial Taqman Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems, 
N8080234) y posterior reacción de qPCR empleando la mezcla de Power 
SYBR Green (Applied Biosystems, 436759) y en un equipo de PCR a tiempo 
real 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), siguiendo las reco-













6.II y curvas estándar generadas mediante la inserción del producto de PCR 
generado a con los mismos oligonucleótidos a partir del cDNA de las células 
Huh-7 en el plásmido pGEM-T (Promega, A3600). 


















6.26 Ensayos de actividad luciferasa
 Las células se recogieron en un volumen de 30 µL para pocillos de 
M96 o 50 µl para pocillos de M12 de tampón de lisis celular (Promega, E1941) 
y se incubaron en movimiento a 25 OC durante 20 min y se midió la actividad 
luciferasa de los extractos en un luminómetro de placas (Appliskan, Thermo 
Fisher Scientific), empleando el kit para ensayo de actividad de luciferasa de 
Pothynus. pyralis, Firefly Luciferase Assay Kit (Promega, E1500), el kit para 
ensayo de actividad de luciferasa de Renilla reniformis, Renilla Luciferase As-
say System (Promega, E2810), o el kit de medición dual de ambas actividades 
luciferasas, Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega, E1910), para 
co-transfecciones de ambos reporteros.
6.27 Tinción de Inmunofluorescencia 
 Las células que serían marcadas con anticuerpos conjugados a son-













braron a una confuencia del 60 % sobre cristales cubreobjetos (5 * 104 células 
por pocillo en placas de M12). Después de los tratamientos (Secciónes 6.22 y 
6.23), se retiró el sobrenadante y fijaron con 4% formaldehído en PBS durante 
20 min a 25, con la excepción del marcaje con el anticuerpos anti-SIGMAR1, 
para el que se fijó en metanol frío durante 15 min. Tras la fijación, las células 
se lavaron tres veces con PBS. Posteriormente, los cubreobjetos se colocaron 
sobre superficie plástica en una cámara húmeda, donde se permeabilizaron y 
bloquearon durante 1 h a 25 OC con tampón de bloqueo 3 % BSA, 0.3% Triton 
X-100 in PBS y se incubaron posteriormente con las diluciones adecuadas de 
anticuerpos primarios (Sección 6.5) en tampón de bloqueo dutrante 1 h a 25 
OC. Después de lavar tres veces se incubó con una dilución 1:500 del anticu-
erpo secundario anti-mouse 546 o anti-goat 546 (Sección 6.5) durante 1 h en 
la oscuridad. Pasado este tiempo se lavó tres veces con 1 ml PBS mientras se 
aspiraba mediante vacío. Posteriormente, los cubreobjetos se pusieron sobre 
gotas de 5 µl del sellador Prolong Gold Antifade (Life technologies, P36930) 
y se dejó secar en posición horizontal en la oscuridad y a 25 OC durante toda 
la noche. El análisis por microscopía de fluorescencia se realizó como se de-
scribe en Sección 6.28.
6.28 Microscopía de Fluorescencia 
 Las células fueron teñidas para inmunodetección por fluorescencia 
(Sección 6.27) o teñidas con sondas fluorescentes para la identificación de 
núcleo, DAPI (4’,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate)(Thermo-Fisher Sci-
entific, D3571) compartimentos ácidos, Lysotracker (Thermo-Fisher Scientific, 
A12379) y actina polimerizada, faloidina (Alexa Fluor® 488 Phalloidin) (Thermo 
Fischer Scientific, A12379) o lyso-tracker LysoTracker® Deep Red (Thermo 
Fischer Scientific, L12492) según las indicaciones de los fabricantes y se anali-
zaron con un microscopio confocal Leica TSC SP5 empleando una distancia de 
pasada en el eje z de 0,5 µM (z-step size). El procesamiento de las imágenes 
se realizó empleando el software Image J (Schneider, Rasband et al. 2012).
6.29 Transcriptómica diferencial mediante secuenciación masiva de 
RNA total (RNAseq)
 El RNA total de duplicados de 8 x106 células deficientes en SIGMAR1 













ción 6.12) se extrajo empleando dos rondas de extracción con isotiocianato de 
guanidina y fenol ácido (pH 4.2) (Chomczynski y Sacchi 1987) y se eliminó el 
DNA contaminante mediante tratamiento con DNasa (Roche, 04716728001) 
como se describe en Sección 6.24. Las muestras de RNA purificado se resus-
pendieron en agua libre de nucleasas y se cuantificaron mediante la medida de 
absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermo 
Fisher Scientific). Muestras de 1μg de RNA total purificado de los duplicados de 
cada condición se destinaron para la secuenciación de RNA.
 La secuenciación masiva de RNA (NGS, del inglés next generation se-
cuencing) se realizó en el Servicio de Genómica del Centro de Reserca Genómi-
ca (CRG, Barcelona) empleando la plataforma Illumina. Para la preparación de 
las liberías de cDNA se empleó el kit comercial TruSeq Stranded Total RNA 
Library Prep Kit (Illumina, RS-122-2201) de acuerdo a las recomendaciones de 
los fabricantes. Se comprobó la calidad de las muestras resultantes cuantitati-
vamente, mediante qPCR y cualitativamente en el 2100 Bioanalyzer (Agilent). 
La secuenciación se realizó en un formato de 50 ciclos de lectura de 2 x 50 
nucleótidos (paired-end).
 La calidad de las lecturas en formato FASTQ se verificó con el pro-
grama FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). 
Para cada muestra las lecturas pareadas se alinearon con el genoma hu-
mano (primary_assembly, Ensembl release 84) usando el programa TopHat2 
(Langmead, Trapnell et al. 2009) con los parámetros por defecto para lecturas 
pareadas. Los archivos de alineamientos  (BAM) se distribuyeron e indexaron 
con la herramienta Samtools (Li, Handsaker et al. 2009) y se visualizaron con 
el visualizador genómico IGV (Robinson, Thorvaldsdóttir et al. 2011).
 Las lecturas alineadas se asignaron a genes humanos con la función 
htseq-count del paquete HTSeq (Anders, Pyl et al. 2015) con los arámetros 
asignados por defecto para seciencias de lecturas pareadas cadena -específi-
cas (reverse), y usando como filtro la opción de genes completos (que incluye 
ARNm, pseudogenes, RNA largos no codificantes y otros RNA) empleando 
como referencia la verión de anotaciones GRCh84.p5 (Ensembl annotation 
version).
 La expresión diferencial se estimó mediante el paquete bioconductor 
DESeq2 (Love, Huber et al. 2014) usando como parámetro cooksCutoff=FALSE. 
La significancia estadística (valores de p) para la cuantificación de cada identi-













jamini y Hochberg 1995), para minimizar el sesgo de las comparaciones múlti-
ples. 
 Para visualizar gráficamente los resultados y establecer un filtro de FDR 
válido, se utilizó el visualizador FIESTA (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/FIES-
TA). Se consideraron genes candidatos los que mostaron cambios significati-
vos con un FDR < 0,01. 
6.30 Proteómica diferencial mediante el marcaje con iTRAQ-8plex 
de extractos celulares totales
 Ocho muestras correspondientes a extractos celulares totales de 4 
líneas deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y 4 líneas control (shCTRL1) genera-
das paralelamente se lisaron a d+8 del silenciamiento génico con tampón de 
lisis (8M urea, 2M tiourea, 5% CHAPS, 2mM TCEP y un cocktail anti-proteasas 
(Thermo Fischer Scientific, 78441B). 
 A continuación los lisados se precipitaron por el método de metanol/
cloroformo y se cuantificaron con el reactivo PIERCE 660 nm Protein Assay 
(Thermo Fisher Scientific, 22660) y 40 μg de cada muestra y se digirieron se 
digirieron durante 16 h con tripsina de alto grado de pureza (Promega, V5111) 
a un ratio 1:20 (w/w enzima:proteína). Los péptidos obtenidos de cada muestra 
se marcaron con distintos etiquetas para marcaje (iTRAQ-8plex, Sigma-Aldrich 
4381663): 158-R1 (tag-113); 62-R1 (tag-114); 158-R2 (tag-115); 62-R2 (tag-
116); 158-R3 (tag-117); 62-R3 (tag-118); 158-R4 (tag-119); 62-R4 (tag-121) 
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.
 Tras 2 h de marcaje los 8 digeridos marcados se juntaron y la mezcla se 
secó al vacío (Digital Series SpeedVac™ Systems, Thermo Fisher Scientific). 
La mezcla de péptidos trípticos marcados se disolvió y se fraccionó en 30 frac-
ciones mediante cromatografía de fase reversa-C18 a pH básico (150 min), y 
las fracciones obtenidas se combinaron alternándolas hasta reducirlas a 5 frac-
ciones, que se aclararon mediante StageTip-C18. Las 5 fracciones de péptidos 
trípticos se cuantificaron mediante fluorimetría y se inyectó subsecuentemente 
1 μg de cada una en el equipo de espectrometría de masas Q-TOF (TRIPLE-
TOF). 
 Los datos de los espectros de masas (MS/MS) obtenidos se analizaron 
con cuatro motores de búsqueda, incluyendo MASCOT (Matrix   Science, v.2.5), 













7806) y Myrimatch  (Vanderbilt University, v.2.1) frente a la base de datos de 
Homo sapiens (que contiene también la base de datos Decoy). Las identifica-
ciones y los datos de cuantificación de los cuatro motores se combinaron y se 
calcularon las tasas de falsos positivos (FDR, del inglés false discovery rate) 
que se fijaron en FDR <1% para la identificación de proteínas y FDR <5% para 
la comparación de medias (empleando el programa informático GraphPAD 
Prism (GraphPAD Prism, CA, EE.UU http://www.graphpad.com) para realizar 
las pruebas T múltiples con corrección de Benjamini–Hochberg. 
6.31 Análisis de datos de transcriptómica y proteómica diferencial
  Los proteínas y transcritos identificados y en ambas líneas, Huh-7 
shS1R2 y shCTRL1, se clasificaron mediante el sistema PANTHER (Protein 
Analysis THrough Evolutionary Relationships, http://pantherdb.org) (Mi, Muru-
ganujan et al. 2013). Además, se efectúo un a prueba estadística de sobre-
representación (ORA, del inglés over-representation analysis), basada en tab-
las de contingencia para la evaluación del enriquecimiento en la muestra de 
proteínas/ transcritos regulados de proteínas asociadas con términos de Gene 
Ontology (GO) de procesos biológicos, funciones moleculares, componentes 
celulares y vías de señalización con respecto a la frecuencia de éstos en el 
conjunto de todas las proteínas humanas de las que se recoge información 
en las bases de datos de Uniprot (Mi, Muruganujan et al. 2013). Se empleó la 
corrección de Bonferroni para pruebas múltiples, excepto en los casos en que 
ésta no permitió encontrar ninguna categoría significativa (esto es fundamen-
talmente en las pruebas de vías de señalización y en las pruebas en grupos 
reducidos de proteínas). En los casos en que no se aplicó la corrección de 
Bonferroni, se consideraron y representaron las categorías más significativas, 
filtradas de acuerdo a una representación mínima y máxima de proteínas calcu-
lada en relación con el total de proteínas de las categorías y un enriquecimiento 
mínimo de 2 veces en proteómica y 1,3 en transcriptómica, en correspondencia 
con el tamaño de los grupos y las magitudes de los cambios. Asimismo, cuando 
varias categorías de una famila cumplieron con las antedichas premisas, se 
representó sólo la más amplia de ellas, a fin de minimizar la redundancia de las 
clasificaciones. 
 Un análisis más exhaustivo de las categorías que resultaron significati-
vamente sobre-representadas fue realizado a partir de la interrogación de bas-
es de datos más extensas (GO-Complete) o específicas (KEGG, Reactome, 













la herramienta de análisis en línea GENETRAIL2 del sitio https://genetrail2.bio-
inf.uni-sb.de realizando las pruebas de sobre-represenciación con la corrección 
de Bonferroni.
6.32 Purificación de complejos de asociación a proteínas de fusión 
con TAP SIGMAR1-TAP, APOE-TAP y TAP mediante cromatografía 
de afinidad
 La estrategia de purificación de complejos SIGMAR1-TAP planteada ini-
cialmente fue la descrita previamente para la purificación de complejos en dos 
pasos sucesivos de afinidad (IgG y estreptavidina) separados por una digestión 
por la proteasa TEV y elución con biotina (Burckstummer, Bennett et al. 2006). 
Sin embargo, la proteína recombinante SIGMAR1-TAP no permitió la digestión 
con TEV con un rendimiento satisfactorio y por esto se realizó la purificación 
de complejos que contienen SIGMAR1-TAP en un único paso mediante cro-
matografía de afinidad en una fase sólida de estreptavidina conjugada con aga-
rosa (Sigma-Aldrich, S1638). Para esto, precipitados de cultivos de 107 células 
Huh-7 transducidas con los vectores de expresión LV-TAP, LV-APOE-TAP o LV-
SIGMAR-TAP se lavaron con PBS y se resuspendieron en 250 µl del tampón 
de unión a resina (50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 125 mM NaCl 5 % glicerol 0,2 
% Igepal 1,5 mM MgCl2) suplementado con inhibidores de proteasas (Roche, 
Roche-11836170001). La suspensión se incubó en hielo durante 30 minutos 
para permitir la lisis celular y los lisados se centrifugaron a 15000 g durante 
10 min a 4 OC, después de lo cual los sobrenadantes se transfirieron a un tubo 
nuevo para servir como muestra inicial en la cromatografía de afinidad. La cro-
matografía se realizó empleando la resina de agarosa-estreptavidina (Ultralink 
Immobilized Streptavidin Plus (Pierce). La resina (25 µl de cama por condición) 
se equilibró mediante tres lavados con 20 volúmenes del tampón de unión, 
centrifugando a baja velocidad durante 20 segundos cada vez. Los lisados (125 
µl) se diluyeron 1:2 en tampón de unión, se aplicaron a la resina y se incubaron 
durante 4 h a 4 OC en agitación suave. Pasado este tiempo la resina se lavó 5 
veces con 20 volúmenes de tampón de unión y posteriormente los complejos 
unidos se eluyeron en 50 µl de tampón de elución (50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 125 
mM NaCl 5 % glicerol 0.2% Igepal 1,5 mM MgCl2 1mM biotina). Para ello las re-
sina se incubaron en el tampón de elución durante 15 min en hielo, tras lo cual 
se centrifugaron a baja velocidad y se recogieron los eluídos de tres rondas de 
elución consecutivas. El rendimiento y la calidad de las muestras eluídas se 
verificó por tinción con Ag de muestras sometidas a SDS-PAGE (Sección 6.6). 













6.33 Análisis proteómico cuantitativo de complejos purificados de 
SIGMAR1-TAP, APOE-TAP y TAP
 El análisis proteómico de los purificados obtenidos en Sección 6.32 fue 
realizado por el Servicio de Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología y 
la empresa Proteobotics (CNB-CSIC, Madrid).
 Las proteínas de las muestras provenientes de cada muestra de los pu-
rificados SIGMAR1-TAP, APOE-TAP y TAP (Sección 6.32) se precipitaron con 
una mezcla metanol:cloroformo (2:1), centrifugándose a 15 000 g durante 10 
min a 4oC. Las muestras de proteína precipitada se disolvieron en solución 8M 
urea (Sigma-Aldrich, U5378) 25 mM NH4HCO3 (Sigma-Aldrich, 09830). Poste-
riormente, éstas se sometieron a reducción con 10 mM 1,4-ditriotreitol (DTT) 
(Sigma-Aldrich, D9779) durante 1 h a 37 OC, y a alquilación de los grupos sul-
fidrilo con 50 mM iodoacetamida (Sigma-Aldrich, I1149) durante 45 min a 25 
OC. A continuación las muestras se diluyeron cuatro veces (hasta concentración 
menor 2 M urea) y se digirieron durante 16 h con tripsina de alto grado de 
pureza (Promega, V5111) a un ratio 1:20 (w/w enzima:proteína). Las solucio-
nes de péptidos se purificaron en columnas  ZipTip C18 Pipette tips (Millipore, 
ZTC18M096). 
 El análisis de espectrometría de masas de las muestras peptídicas se 
realizó mediante una plataforma nano LC-MS/MS Q-TOF (triple TOF) de alta 
resolución, empleando un sistema de nano-cromatografía líquida Eksigent 
Technologies nanoLC Ultra 1D plus (AB SCIEX, Foster City, CA) acoplado a 
un espectrómetro de masas Triple TOF 5600 con una fuente de iones nano-
electrospray (AB SCIEX, Foster City, CA) a un flujo 250 nL/min. Para los regis-
tros TOF se ajustó un tiempo de acumulación de 250 ms y un tomaron los 15 
iones más abundantes por ciclo para su fragmentación y la obtención de los 
espectros de masas MS/MS. El conjunto de espectros de fragmentación MS/
MS se empleó para la identificación por búsqueda y comparación en bases de 
datos públicas empleando el motor de búsqueda desarrollado por Proteobotics, 
y considerando un número de modificaciones químicas predichas y observadas 
en los péptidos obtenidos, calculando la tasa de error (FDR) a nivel de péptido 
y considerando sólo los péptidos identificados con un FDR<0,01.
 Los datos de los tres experimentos indepentientes se integraron utili-
zando un esquema de análisis libre de marcaje, conteo redundante de pépti-
dos o conteo espectral, que compara las variaciones de intensidad de pépti-













atribuyéndoles a estas variaciones una significancia estadística (Gilchrist, Au et 
al.). Las variaciones de intensidad de los espectros de las muestras SIGMAR1-
TAP, APOE-TAP y TAP se compararon estimando el grado de enriquecimiento 
y significancia estadística para cada péptido con respecto al control negativo 
TAP. Se consideraron proteínas específicamente asociadas a SIGMAR1-TAP 
o APOE-TAP cuando las medias de las variaciones de intensidad respecto al 
control presentaron un FDR<0,05.
6.34 Nomenclatura de genes y proteínas 
 Los genes y transcritos se designaron con el símbolo Official NCBI 
Gene en mayúsculas arábigas e itálica y las proteínas con el nombre del gen 
en mayúsculas sin itálica, de acuerdo a los directrices para el formato de los 
nombres de genes del comité para la nomenclatura de genes HGNC (por sus 
siglas para HUGO (Human Genome Organization) Gene Nomenclature Com-
mitee) (Wain, Bruford et al. 2002). Algunos casos en los que un nombre alterna-
tivo es el de uso más extendido se refirieron ambas nomenclaturas en la forma 
NOMBRE COMÚN (SÍMBOLO DEL GEN). Los genes DDX58, IFIH1, IFIT1 se 
designaron en las gráficas y figuras por sus nombres alternativos de uso común 
RIG-I, MDA5 e ISG56.
6.35 Análisis estadístico 
 El procesamiento estadístico se realizó con el programa GraphPad 
Prism v5.00, 2007 (GraphPAD Prism, La Jolla, CA, http://www.graphpad. com), 
empleando la prueba de Kolmogorov-Smirnov (n< 7) o la de Shapiro- Wilk (n > 
7) para el análisis de la normalidad de los datos, así como la Prueba de Bartlett 
para el análisis de la homogeneidad de varianza. Para la comparación de dos 
medias se empleó la Prueba paramétrica T de Student. La prueba no para-
métrica de Kruskal-Wallis con la prueba posterior de comparaciones múltiples 
de Dunn se empleó para la comparación múltiple de medias. Se consideraron 











7.1 Estudio del papel de SIGMAR1 en la respuesta antiviral frente a 
virus de RNA
 Cuando Friesland y colaboradores en 2013 describieron la función pro-
viral de SIGMAR1 en el establecimiento de la infección por HCV observaron 
que el requerimiento de esta proteína celular por el virus era menor y más 
transitorio en la sublínea clonal hiperpermisiva Huh-7.5.1 respecto a su línea 
parental Huh-7 (Friesland, Mingorance et al. 2013). Una característica distintiva 
de las sublíneas de Huh-7.5 es la mutación dominante negativa del PRR de 
virus de RNA, RIG-I (Blight, McKeating et al. 2002). Este hallazgo resultaba 
especialmente interesante considerando que SIGMAR1 se localiza en las MAM 
(Sección 4.3.2), estructuras que funcionan como plataformas de señalización 
de la vía de los de los receptores tipo RIG-I (RLRs, del inglés RIG-I-like recep-
tors) (Sección 4.2.3) y de la respuesta de proteínas mal plegadas (UPR, del 
inglés unfolded protein response), programa celular que colabora con la respu-
esta antiviral de los RLRs (revisado en (Smith 2014)) (Sección 4.2.4) y con el 
que SIGMAR1 se ha asociado previamente (Sección 4.3.4.2). Considerando 
estos antecedentes y la relevancia de la vía de los RLRs en la respuesta antivi-
ral frente a HCV y otros virus de RNA (Sección 4.2.3), nos propusimos estudiar 
si SIGMAR1 tiene un papel en la regulación de la respuesta antiviral mediada 
por esta vía.
7.1.1 Respuesta antiviral frente a infección por virus de RNA modelo en 
células Huh-7 deficientes en SIGMAR1
 En primer lugar, se abordó el estudio del papel de SIGMAR1 en la re-
spuesta antiviral en las células de hepatoma humano Huh-7 (Sección 6.1), la 
línea celular de referencia para el estudio de la infección por HCV y en la cual 
se caracterizó previamente el papel proviral SIGMAR1 para éste (Friesland, 
Mingorance et al. 2013). 
 En las células Huh-7 la respuesta antiviral de frente a virus de RNA 
como HCV (Sección 4.2) depende fundamentalmente de la vía de los RLRs, 
ya que carecen del receptor TLR3 (Toll-like receptor 3) (Li, Chen et al. 2005) y, 
además, no son productoras eficaces de interferones de tipo I (IFN-I) (observa-
ciones no publicadas). 
  Una de las herramientas más extendidas para el estudio de la ac-
tivación de los RLRs es la estimulación con preparaciones de virus Sen-








producto de errores en la replicación (Strahle, Garcin et al. 2006) (en adel-
ante SeV-DGs). Los DGs acumulados durante la infección con SeV-DGs 
constituyen un sustrato prototípico del receptor RIG-I (Figura 7.1.1), que 
ha sido extensamente empleado en células Huh-7 como estímulo de la vía 
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Figura 7.1.1 Esquema de la estimulación de la vía de los RLRs por estímulos modelo. 
A) Esquema de la vía de señalización de los RLRs donde se representan estímulos común-
mente empleados para la activación (SeV-DGs y poly(I:C)) y enzimas virales que median el 
bloqueo (HCV NS3/4A y NPRO BVDV) de la respuesta antiviral. Los números indican los tres 
niveles de activación de la vía estudiados en este trabajo (Secciones 7.1.1, 7.1.3 y 7.1.5). 
B) Cuadro resumen de los estímulos empleando en este trabajo para estudiar la vía de los 
RLRs a distintos niveles.
 
 Se generaron líneas de células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) 
y control (shCTRL1) mediante vectores lentivirales para silenciamiento génico 
por RNA interferente (iRNA) (Sección 6.12). Como se muestra en la figura 7.1.2 
los niveles de expresión de la proteína SIGMAR1 (panel A) y la permisividad a 
la infección por HCVTCP (panel B) medidos a siete días tras la transducción con 
los vectores lentivirales (d+7) se encuentran reducidos en las células shS1R2 
aproximadamente al 10 % de los niveles de la línea control shCTRL1, en acu-
erdo con lo descrito previamente (Friesland, Mingorance et al. 2013) (Figura 
7.1.2). Las células Huh-7 shS1R2 y shCTRL1 a d+7 se co-transfectaron (Sec-
ción 6.16) con un plásmido reportero de la actividad del promotor de IFNB1, 








nilla-Luc-null, como control de transfección (Sección 6.4), el día previo a la in-
fección viral y tras 24 h se inocularon con una dosis previamente establecida de 
una preparación de SeV-DGs (Sección 6.2.1) o se trataron de manera similar 
en ausencia de virus (mock) (Sección 6.18). La cinética y magnitud de la respu-
esta antiviral se evaluó mediante la determinación de la actividad luciferasa de 
Photinus pyralis (Firefly) producto de la expresión del gen reportero Firefly luc 
bajo el control del promotor de IFNB1 a las 0, 12, 18, 24 y 36 h de la infección 
normalizada respecto a la actividad luciferasa de Renilla reniformis (Renilla) 
producto de la expresión del gen reportero Renilla luc bajo un promotor mínimo 
(Sección 6.26). En la figura 7.1.2 C se muestra la cinética de inducción de 
IFNB1 en células Huh-7 shS1R2 y shCTRL1 mock e infectadas con SeV. Los 
niveles basales de actividad del promotor de IFNB1 en las células mock son 
detectables aunque próximos al fondo del experimento, y son similares entre 
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Figura 7.1.2 Cinética de inducción de IFNB1 frente a estimulación con SeV-DGs (12, 18, 
24 y 36 h) en células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 y células control. A) Western Blot 
frente a SIGMAR1 y β-actina (ACTB), B) eficiencia de infección por HCVTCP  relativa al con-
trol shCTRL1 Y C) cinética de actividad normalizada del reportero luciferasa bajo el promotor 
de IFNB1 frente a estimulación con SeV-DGs en células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 
(shS1R2) y células control (shCTLR1) a día 7 post-transducción con vectores lentivirales 
para silenciamiento. Los datos se representan como promedio y desviación estándar de 
un experimento representativo (n=3). Los asteriscos representan la significancia estadística 
(valor de p) de la prueba T de Student para datos no pareados en la comparación de medias 
entre shCTRL1 y shS1R2; * p<0,05, ** p<0,01.
 
 La estimulación con SeV-DGs en ambas líneas celulares produce la 
inducción de la actividad del promotor de IFNB1 (p<0,05), alcanzando un máx-








embargo, la inducción de IFNB1 en las células Huh-7 shS1R2 muestra una 
pendiente más aguda que en las células control shCTRL1 (3,3 veces en el 
rango entre las 12 y 18 h post-infección; p<0,05), y alcanza una magnitud máx-
ima también mayor respecto a sus controles shCTRL1 (2,5 ± 0,4 veces) (p<0,01) 
(Figura 7.1.2 C). Teniendo en cuenta la cinética de respuesta de IFN-I en estas 
células, los experimentos subsiguientes se realizaron con 16 h de estimulación, 
coincidente con la fase de inducción de IFNB1 y donde se observan las may-
ores diferencias en este parámetro entre las células control y deficientes en 
SIGMAR1 (Figura 7.1.2 C). 
 En estas condiciones el fenotipo de respuesta antiviral incrementada de 
las células deficientes en SIGMAR1 respecto a las células control se verificó de 
manera alternativa midiendo la inducción de VSGs como ISG56, ISG15 y MX1 
mediante RT-qPCR (Sección 6.25) obteniendo una inducción diferencial de 10 
± 0,6; 7,0 ± 0,3  y 9,2 ± 0,4  respectivamente entre las células shS1R2 y las 





































Figura 7.1.3 Inducción de ISG56, ISG15 y MX1 frente a estimulación con SeV-DGs (16 
h) en células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 y células control. Ratio de inducción rela-
tiva a las células control shCTRL1 (Sección 6.18) del mRNA de ISG56, ISG15 y MX1 frente 
a estimulación con SeV-DGs (16 h) en células deficientes de SIGMAR1 (shS1R2) y control 
(shCTRL1) a día 7 post-transducción con vectores lentivirales para silenciamiento. Los da-
tos se expresan como promedio y desviación estándar (n=9). Los asteriscos representan la 
significancia estadística (valor de p) de la prueba T de Student para datos no pareados para 
la comparación de medias entre shCTRL1 y shS1R2; *** p<0,001.
 Para examinar la especificidad y dependencia de estas observaciones 
respecto a los niveles celulares de SIGMAR1, se empleó adicionalmente otro 
shRNA específico para SIGMAR1 (shS1R1) y otros dos shRNAs control (shC-








 Los silenciadores específicos frente a SIGMAR1 shS1R1 y shS1R2 
han sido descritos previamente por Friesland et al. en 2013 (Friesland, Mingo-
rance et al. 2013) y proporcionan una reducción moderada (shS1R1, aproxi-
madamente 50 %) y más pronunciada (shS1R2, aproximadamente 90 %) de 
la expresión de SIGMAR1 (Figura 7.1.4 A) y de permisividad a la infección de 
HCVTCP (Figura 7.1.4 A y B), de modo que la comparación del efecto de am-
bos silenciadores permite comparar la magnitud de los fenotipos a diferentes 
niveles de SIGMAR1. Los nuevos shRNA control transfieren un shRNA de se-
cuencia aleatoria sin diana (shCTLR2) o diseñado frente a la secuencia de la 
luciferasa Firefly (shCTLR3). Como se muestra en la figura 7.1.4 B, las células 
que expresan el shRNA control shCTRL3 muestran, de acuerdo a lo esperado, 
una reducción de las medida de actividad luciferasa en estas células tras la 
infección por HCVTCP (Figura 7.1.4 B), evidenciando la expresión de un shRNA 
funcional.
 En la Figura 7.1.4 C se muestran los valores de inducción relativa del 
mRNA de ISG56 en células control (shCTRL1, shCTRL2 y shCTRL3) y células 
deficientes en SIGMAR1 (shS1R1 y shS1R2) respecto al control shCTRL1. 
Mientras las líneas control shCTRL2 y shCTRL3 presentan un fenotipo similar a 
las shCTRL1, las íneas de células deficientes en SIGMAR1, shS1R1 y shS1R2, 
muestran una inducción de ISG56 significativamente mayor (p<0,05). Sin em-
bargo, la magnitud de este efecto es mayor (10 veces la inducción de las célu-
las shCTRL1) en las células shS1R2 que en las shS1R1 (6 veces la inducción 
de las células shCTRL1), de acuerdo a sus niveles de silenciamiento, indicando 
una relación inversa entre los niveles de SIGMAR1 y la magnitud de la induc-
ción de ISG56 frente a la estimulación con SeV-DGs en las células Huh-7. 
 Como control adicional de la especificidad y de la dependencia de este 
incremento en la respuesta antiviral respecto a los niveles celulares de expre-
sión de la proteína SIGMAR1, se evaluó la inducción del VSG ISG56 frente a 
SeV-DGs de células transducidas con lentivirus para silenciamiento de SIG-
MAR1 shS1R2 o para expresión del control sin diana shCTRL1, 24 h post-
transducción, momento en el cual las células que han integrado eficazmente 
las construcciones lentivirales han sido seleccionadas fenotípicamente por el 
marcador de selección de resistencia a puromicina pero no presentan cambios 
en los niveles de la proteína SIGMAR1 (Figura 7.1.4 E). 
 Como se muestra en la figura 7.1.4 D, a las 24 h post-transducción las 
células transducidas con lentivirus para silenciamiento shS1R2 y shCTRL1 re-








la reducción en la expresión de la proteína SIGMAR1, y no efectos espurios 
del procedimiento de silenciamento, es responsable de la respuesta antiviral 
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Figura 7.1.4 Inducción de ISG56 frente a estimulación con SeV-DGs (16 h) en células 
Huh-7 deficientes en SIGMAR1 (shS1R1, shS1R2) y células control (shCTRL1, shC-
TRL2, shCRTL3). A) Western Blot frente a SIGMAR1 y y β-actina (ACTB) a día 7 post-
transducción con vectores lentivirales para silenciamiento (d+7) de extractos células defici-
entes (shS1R1, shS1R2) y células control (shCTRL1). B) Eficiencia de infección por HCVTCP 
y C)  Ratio de inducción relativa a las células control shCTRL1 (Sección 6.18) del mRNA 
de ISG56 frente a estimulación con SeV-DGs (16 h) en líneas de células deficientes de 
SIGMAR1 (shS1R1, shS1R2) y control (shCTRL1, shCTRL2, shCRTL3) a d + 7. D) Ratio 
de inducción relativa a células control shCTRL1 del mRNA de ISG56 frente a estimulación 
con SeV-DGs (16 h) en células deficientes de SIGMAR1 (shS1R2) y control (shCTRL1) 24 
h post-transducción con los vectores lentivirales para silenciamiento (d+1). E) Western Blot 
frente a SIGMAR1 y ACTB de extractos de células transducidas con los vectores lentivirales 
para silenciamiento shCTLR1 y shS1R2 a d + 1. Los datos se expresan como promedio y 
desviación estándar (en B y C n=15 para shCTRL1 y shS1R2 y n=3 para shCTRL2 y shC-
TRL3; en D n=3). Los asteriscos representan la significancia estadística (valor de p) de la 
prueba T de Student para datos no pareados para la comparación de medias o la prueba de 
Kruskall Wallis con prueba posterior de Dunn para la comparación múltiple medias respecto 
al control shCTLR1; ** p<0,01; *** p<0,001.
 








tienen un efecto restrictivo sobre la inducción de VSGs frente a estimulación de 
la vía de los RLRs en las células Huh-7.
7.1.2 Respuesta antiviral frente a virus de RNA modelo en células 
HEK293T y A549 deficientes en SIGMAR1 
 Con el objetivo de validar las observaciones resumidas en la Sección 
7.1.1 sobre la función reguladora de SIGMAR1 sobre la respuesta innata anti-
viral SeV-DGs, se extendió este estudio a otras dos líneas celulares de origen 
humano: la línea de células embrionarias de riñón HEK293T y la línea de epite-
lio pulmonar A549 (Sección 6.1). 
 Estas líneas celulares se diferencian en sus características de recono-
cimiento y respuesta a estímulos virales. Las células HEK293T pueden producir 
IFN-I pero no responden eficientemente a éste (Strahle, Garcin et al. 2006), 
siendo útiles para el estudio de la activación de la vía de los RLRs y la induc-
ción de IFNB1 y VSGs de manera independiente de la retroalimentación de la 
respuesta dependiente de IFN-I. Por el contrario, las células A549 son tanto efi-
cientes productoras como respondedoras a IFN-I (Goulet, Olagnier et al. 2013), 
por lo que permiten estudiar una respuesta antiviral completa, incluyendo la 
activación de la cascada dependiente de IFN-I.
 Las líneas celulares HEK293T y A549 deficientes en SIGMAR1 y sus 
controles se generaron como se describe en Sección 6.12, incluyendo un nue-
vo silenciador específico frente a SIGMAR1, shS1R3, dirigido frente a la región 
no traducible 3´ (3´UTR) del gen (Sección 6.4 Tabla 6.I).
 Como se muestra en la figura 7.1.5 A, las células HEK293T muestran 
una reducción robusta de los niveles de SIGMAR1 entre 3 y 4 días tras la trans-
ducción lentiviral (Figura 7.1.5 A), lo cual indica una cinética de silenciamiento 
más rápida que la observada en Huh-7 (Sección 7.1.1), probablemente debido 
a su mayor tasa de división celular. Entre los días  4 y 7 post-transducción  con 
los vectores lentivirales, los niveles de SIGMAR1 continúan disminuyendo en 
las células HEK293T silenciadas, acompañado de un visible cambio fenotípico 
y una reducción de la viabilidad celular evaluada mediante ensayo de MTT 
(Sección 6.7) (datos no mostrados). Atendiendo a esto, los experimentos para 
el estudio de la respuesta antiviral de la vía de los RLRs frente a la infección 
con SeV-DGs en las células HEK293T se realizaron el cuarto día tras la trans-
ducción lentiviral (d+4), cuando el silenciamiento es robusto, sin cambios en 








mostrados). Como se muestra en la figura 7.1.5 A y C, en las células HEK293T 
deficientes en SIGMAR1 (shS1R1, shS1R2 y shS1R3) se verificó una induc-
ción de ISG56 significativamente superior (4, 6 y 7 veces, respectivamente, 
p<0,001 ) a la de las células control (shCTRL1), de manera análoga a lo obser-
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Figura 7.1.5 Inducción de ISG56 frente a estimulación con SeV-DGs en células 
HEK293T (16 h) y A549 (12 h) deficientes en SIGMAR1 (shS1R1, shS1R2 y shS1R3) y 
control (shCTRL1). A) Western Blot frente a SIGMAR1 y β-actina (ACTB) de extractos de 
líneas de células HEK293T deficientes de SIGMAR1 (shS1R1, shS1R2 y shS1R3) y control 
(shCTRL1) a día 4 post-transducción con vectores lentivirales para silenciamiento (d+4). 
C) Ratio de inducción relativa a las células control shCTRL1 del mRNA de ISG56 frente a 
estimulación con SeV (16 h). B) y D) Idem para células A549 a d+7 (shCTRL1, shS1R1, 
shS1R2) o d+7 (shCTRL1 y shS1R3). Los datos se expresan como promedio y desviación 
estándar de un experimento representativo en cada caso (n=3). Los asteriscos representan 
la significancia estadística (valor de p) de la Prueba de Kruskall Wallis con prueba poste-
rior de Dunn para la comparación múltiple medias en la comparación respecto al control 
shCTLR1; * p<0,05.
 Las células A549, por su parte, muestran una cinética de silenciamiento 
similar a las Huh-7, con niveles máximos de silenciamiento sin cambios en la 
viabilidad siete días tras la transducción lentiviral (d+7) en las células shS1R1 
y shS12R, mientras las células que expresan el shRNA shS1R3 muestran una 
reducción robusta de los niveles de SIGMAR1 entre los días 2 y 3 tras la trans-
ducción lentiviral (Figura 7.1.5 B). En estas últimas, a partir del día 4 comienza 








reducción en la viabilidad celular (datos no mostrados). 
 Como se muestra en la figura 7.1.5 D, las células A549 deficientes en 
SIGMAR1 shS1R1, shS12R y shS1R3 muestran una respuesta de inducción 
de ISG56 superior (2, 3 y 1.5 veces respectivamente, p<0,05) a la de las células 
control shCTRL1 tras la infección con virus SeV-DGs, a dia 7 para las células 
shS1R1 y shS12R y a día 3 para las células shS1R3. Cabe destacar que el si-
lenciamiento con el silenciador shS1R3 fue menos eficaz en este experimento 
que el de shS1R2 (Figura 7.1.5 B) y esto se refleja en un menor impacto en la 
estimulación de la inducción del mRNA de ISG56 (Figura 7.1.5 D), reforzando 
la noción de que existe una relación inversa entre la magnitud de la respuesta 
antiviral y los niveles celulares de SIGMAR1. Además, cabe puntualizar que en 
las células A549 la respuesta diferencial frente a SeV-DGs sólo se observó con 
dosis de virus cien veces inferiores a las empleadas para Huh-7 y HEK293T 
y a tiempos de post-infección no mayores a 12 h, presumiblemente debido la 
potente inducción de la cascada dependiente de IFN-I, que podría enmascarar 
las diferencias relativamente pequeñas de la primera rama de la respuesta an-
tiviral.
 En conjunto, el fenotipo del silenciamiento de SIGMAR1 en tres líneas 
celulares que difieren en su capacidad de respuesta antiviral, sugieren un papel 
de SIGMAR1 en la regulación de la respuesta antiviral dependiente de RLRs 
y/u otros PRRs, pero independiente de IFN-I. De manera similar a las células 
Huh-7, las líneas celulares HEK293T y A549 muestran una relación inversa 
entre la magnitud la inducción de respuesta antiviral y los niveles de SIGMAR1 
(Figura 7.1.5).
7.1.3 Respuesta antiviral frente a poly (I:C) citosólico en células Huh-7 
deficientes en SIGMAR1 
 Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos con la infección 
por SeV-DGs en ausencia de variables como la entrada y replicación viral, la 
respuesta antiviral de las células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 se estudió 
adicionalmente empleando otro estímulo prototípico de la vía de los RLRs: la 
transfección del análogo sintético de dsRNA poly(I:C). El poly(I:C) citosólico 
funciona como sustrato de RIG-I y MDA5 (Sección 4.2) (Figura 7.1.1); sin em-
bargo, en este trabajo se empleó una preparación de poly(I:C) enriquecida en 
fragmentos de longitud corta (Sección 6.17), que son reconocidos preferente-








 Las células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 (shS1R2, shS1R3) y sus 
controles (shCTRL1, shCTRL2, shCTRL3) se transfectaron con dicha prepara-
ción de poly(I:C) (Sección 6.17) y se determinó la inducción del VSG ISG56 a 
las 16 h tras la estimulación mediante RT-qPCR (Sección 6.25). 
 Como se muestra en la figura 7.1.6, las células Huh-7 deficientes en 
SIGMAR1 shS1R2 y shS1R3 muestran una inducción de ISG56 significativa-
mente significativamente superior (5 y 30 veces, respectivamente, p<0,001) 
a la de las células control shCTRL1 frente a la estimulación con poly(I:C) ci-
tosólico (Figura 7.16 B), que se relaciona inversamente con los niveles de 
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Figura 7.1.6 Inducción de ISG56 frente a estimulación con poly(I:C) (16 h) en diferen-
tes líneas de células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 y células control. A) Western Blot 
frente a SIGMAR1 y β-actina (ACTB)  de extractos de células deficientes de SIGMAR1 
(shS1R2, shS1R3) y células control (shCTRL1, shCTRL2, shCRTL3) a día 7 post-transduc-
ción con vectores lentivirales para silenciamiento (día 3 para shS1R3 y su control). B) Ratio 
de inducción relativa al control shCTRL1 (Sección 6.18) del mRNA de ISG56 frente a estimu-
lación con SeV (16 h). Los datos se representan como promedio y desviación estándar (n=9 
para shCTRL1, shS1R2, n=3 para shCTRL2, shCTRL3, shCTRL1 día 3 y para shS1R3). Los 
asteriscos representan la significancia estadística (valor de p) de la prueba de Kruskall Wallis 
con prueba posterior de Dunn para la comparación múltiple medias respecto a las células 
control shCTRL1; *** p<0,001.
 
 Estos datos refuerzan la hipótesis de que los niveles celulares de SIG-








7.1.4 Respuesta a estímulo con IFNA2A en células Huh-7 deficientes en 
SIGMAR1 
 Para verificar si el efecto modulador SIGMAR1 sobre la respuesta anti-
viral involucra la vía de los RLRs y es independiente de señalización de IFN-I, 
como sugiere el fenotipo de las células HEK293T (incapaces de responder a 
IFN-I), células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y control (shCTRL1) 
se estimularon con distintas dosis de IFNA2A exógeno (Sección 6.20) y se 
evaluó la inducción del VSG/ISG ISG56 mediante RT-qPCR (Sección 6.25) 
(Figura 7.1.7 A), así como la expresión del gen reportero luc bajo el control del 
elemento ISRE en células transfectadas con el plásmido reportero pISRE-Luc 
(Sección 6.4) (Figura 7.1.7 B).
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Figura 7.1.7 Respuesta de la vía de IFN-I en células deficientes en SIGMAR1 y células 
control. A) Inducción de ISG56 e B) inducción de la transcripción dependiente del elemento 
ISRE en células deficiente en SIGMAR1 (shS1R2) y células control (shCTRL1) tratadas con 
IFNA2A (0, 5, 10 y 100 UI/ml). Los datos se representan como promedio y desviación es-
tándar (n=3). Prueba T de Student para datos no pareados para la comparación de medias 
entre las celulares deficientes en SIGMAR1 y las células control.
 Como se muestra en la figura 7.1.7, las células Huh-7 shS1R2 y las cé-
lulas control shCTRL1 responden con una inducción de ISG56 (Figura 7.1.7 A) 
y activación del elemento ISRE (Figura 7.1.7 B) similar frente a la estimulación 
de la vía de IFN-I en un rango de dosis no saturantes de IFNA2A. 
 En conjunto, los resultados de la inducción diferencial de IFNB1 y VSGs 
de las células deficientes en SIGMAR1 frente a estimulación con sustratos 
canónicos de la vía de los RLRs pero no frente a la activación de la vía de IFN-I 
sugieren que los niveles de SIGMAR1 modulan la respuesta antiviral de la vía 








7.1.5 Respuesta de la vía de los RLRs frente a la estimulación por expresión 
de mediadores constitutivamente activos en células Huh-7 deficientes en SIG-
MAR1
 Con el fin de determinar el nivel de la vía de los RLRs dependiente de 
SIGMAR1, las células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 shS1R2 y las células 
control shCTRL1 se estimularon a distintos niveles de la cascada de señal-
ización: 1) la activación de RLRs, 2) la inducción de la plataforma de señal-
ización mediada por MAVS y 3) la activación del factor de transcripción IRF3 
(Sección 4.2.2) (Figura 7.1.1). 
 Para esto, las células se co-trasfectaron según se describe en Sec-
ción 6.19 con un plásmido reportero de la actividad del promotor de IFNB1 
(pIFNb(-116/+72)Lucter), un plásmido reportero bajo un promotor mínimo (pRe-
nilla-Luc-null), como control de transfección y un plásmido control (pcDNA3) o 
plásmidos de expresión de mediadores o análogos constitutivamente activos 
de mediadores de la vía, que actúan como activadores a distintos niveles: 1) 
la región de los dominios CARD de RIG-I que funciona como análogo de RIG-I 
constitutivamente activo, 2) la proteína MAVS, que al sobreexpresarse prom-
ueve su agregación junto con la MAVS endógena, estimulando la vía a nivel de 
la activación de MAVS y 3) el mutante fosfomimético constitutivamente activo 
de IRF-3, IRF3-5D (Sección 6.4) (Figura 7.1.1). La expresión del gen report-
ero luciferasa se evaluó después de 16 horas tras la co-transfección con las 
distintas construcciones mediante ensayo de la actividad luciferasa (Sección 
6.26). 
 En la figura 7.1.8 A se muestran los niveles de inducción de la actividad 
del promotor de IFNB1 mediante el análisis de la actividad de la luciferasa de 
Pothynus pyralis (Firefly) normalizados de acuerdo a la eficiencia de transfec-
ción determinada mediante la actividad de la luciferasa de Renilla reniformis 
(Renilla) en células control (shCTRL1) y deficientes en SIGMAR1 (shS1R2). La 
inducción del promotor de IFNB1 frente a los estímulos RIG-I-CARD y MAVS es 
significativamente mayor en las células shS1R2 que en sus controles shCTRL1 
(p<0,01) (Figura 7.1.8 A), de manera similar a lo observado frente a la estimu-
lación con los sustratos de RIG-I SeV-DGs y poly(I:C) (Secciones 7.1.1 y 7.1.3). 
Por el contrario, las células deficientes en SIGMAR1 y sus controles muestran 
una respuesta similar a la estimulación de la vía a nivel de la activación de IRF3 
(Figura 7.1.8 A). 








to análogo empleando un plásmido reportero de la actividad promotora de-
pendiente del elemento PPRE (del inglés, peroxisome proliferator responsive 
element) y la sobreexpresión del factor de transcripción PPARA (Peroxisome 
proliferator-activated receptor alpha). Tanto los niveles de actividad constitutiva 
como estimulada por PPARA del elemento PPRE son similares entre células 
deficientes en SIGMAR1 y células control, reforzando que los fenómenos ob-
servados sobre el promotor de IFNB1 son específicos y que SIGMAR1 regula 
la vía de los RLRs en un proceso que se encuentra a nivel de la activación 
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Figura 7.1.8 Inducción de IFNB1 frente a estimulos de la vía de los RLRs en células 
Huh-7 deficientes en SIGMAR1 y células control. A) Ratio de inducción relativa a las 
células control shCTRL1 (Sección 6.18) de la expresión del reportero luciferasa expresado 
bajo el control del promotor de IFNB1 en células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y células 
control (shCTRL1) transfectadas con los plásmidos de expresión de análogos constitutiva-
mente activos de mediadores la vía de los RLRs (RIG-I-CARD, MAVS, IRF3-5D). B) Ratio 
de inducción relativa a las células control shCTRL1 de la expresión del reportero luciferasa 
expresado bajo el control del elemento de regulación transcripcional PPRE en células defi-
cientes en SIGMAR1 (shS1R2) y células control (shCTRL1) transfectadas con un plásmido 
de expresión del factor de transcripción PPARA. Los datos se representan como promedio y 
desviación estándar (n=9). Los asteriscos representan la significancia estadística (valor de 
p) de la prueba T de Student para datos no pareados para la comparación de medias entre 
shCTRL1 y shS1R2; ** p<0,01, *** p<0,001. 
 En conjunto, estos resultados sugieren que las células deficientes en 
SIGMAR1 tienen una capacidad incrementada de respuesta a estímulos de 
la vía de los RLRs o bien una capacidad incrementada de la activación de la 









7.1.6 Permisividad a la infección de HCVTCP de células Huh-7 deficientes 
en SIGMAR1 en ausencia de respuesta antiviral mediada por IRF3
 Habiendo verificado la existencia de una modulación por SIGMAR1 so-
bre la respuesta antiviral de la vía de los RLRs (Secciones 7.1.1 a 7.1.5), quisi-
mos determinar si la predisposición a una respuesta exacerbada de esta vía de 
las células deficientes en SIGMAR1 determina su fenotipo refractario a la infec-
ción por HCV, como sugiere el menor efecto del silenciamiento de SIGMAR1 
sobre la replicación viral en la sublínea Huh-7.5.1 (Friesland, Mingorance et al. 
2013). 
 Con el objetivo de estudiar la permisividad de células Huh-7 deficien-
tes en SIGMAR1 y células control en ausencia de respuesta de la vía de los 
RLRs se generaron líneas deficientes en SIGMAR1 (shS1R1, shS1R2) y con-
trol (shCTRL1) a partir de líneas de Huh-7 que expresan la proteasa de BVDV, 
Npro (N-terminal protease) del virus de la diarrea viral bovina (BVDV), que tiene 
como sustrato el factor de transcripción IRF3 y por tanto, bloquea la respuesta 
de la vía antiviral de los RLRs (Figura 7.1.1), o bien células control transduci-





































Inducción de mRNA ISG56 vs SeV 
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Figura 7.1.9 Inducción de ISG56 frente a estimulación con SeV-DGs (16 h) y eficiencia 
de infección por HCVTCP en células Huh-7-pLKO.1 y Huh-7-BVDV Npro+ deficientes en 
SIGMAR1 y células control. A) Ratio de inducción del mRNA de ISG56 frente a estimu-
lación con SeV (16 h) y B) eficiencia relativa de la infección por HCVTCP relativa al control 
shCTRL1 en líneas células deficientes de SIGMAR1 (shS1R1 y shS1R2) y control (shC-
TRL1) a día 7 post-transducción con vectores lentivirales para silenciamiento (d + 7). Los 
datos se representan como promedio y desviación estándar (n=6). Los asteriscos represen-
tan la significancia estadística (valor de p) de la prueba T de Student para datos no pareados 
para la comparación de medias entre grupos pLKO.1 y BVDV Npro+; ** p<0,01.
 En primer lugar, se verificó que la expresión de BDVB Npro suprime la 








cientes en SIGMAR1 (shS1R1, shS1R2) como en células control (shCTRL1), 
confirmando que en ambos casos la respuesta antiviral frente a SeV es depen-
diente de IRF3 (Figura 7.1.9 A).
 En estas condiciones, las células shS1R1, shS1R2 y shCTRL1 se in-
fectaron con HCVTCP para evaluar su permisividad a HCV en ausencia de re-
spuesta antiviral. Como se muestra en la figura 7.1.9 B, las células deficientes 
en SIGMAR1 shS1R1 y shS1R2 son refractarias a la infección por HCVTCP, 
independientemente de la capacidad de respuesta antiviral mediada por IRF3 
(Figura 7.1.9 B). Estos datos indican que la respuesta antiviral exacerbada 
de la vía de los RLRs de las células deficientes de SIGMAR1 no determina su 
fenotipo restrictivo sobre la replicación de HCV. 
 Este resultado es consistente con el eficiente bloqueo de la respuesta 
de la vía de los RLRs por la proteasa NS3/4A de HCV (Figura 7.1.1) (Sección 
4.2.5), e indica que el efecto proviral de SIGMAR1 en la infección por HCV 
debe implicar otro mecanismo independiente de su acción como modulador de 
respuesta antiviral. 
7.1.7 Impacto de la deficiencia de SIGMAR1 en la replicación de un virus 
sensible a IFN-I
 Para evaluar el efecto antiviral de la potenciación de la respuesta innata 
antiviral mostrada por las células deficientes en SIGMAR1, se estudió el efecto 
de la deficiencia de SIGMAR1 sobre  la replicación de un virus sensible a IFN-I, 
el virus de la estomatitis vesicular (VSV), cuya replicación ha sido previamente 
probada independiente de SIGMAR1 (Friesland, Mingorance et. al, 2013).
 Para esto, células A549 deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y control 
(shCTRL1) se inocularon con preparación de VSV a una MOI de 0,001 y se 
determinó el título viral mediante ensayo de placas de lisis a diferentes tiempos 
post-infección (Sección 6.21).  Como control de la respuesta a estímulo viral, 
en paralelo las mismas células se estimularon con SeV-DGs y se determinó la 
inducción de VSGs mediante Western blot (Figura 7.1.10).
 Como se muestra en la figura 7.1.10, las células shS1R2 mostraron una 
mayor expresión de ISG56 y MX1 a las 12 h frente a la estimuación con SeV-
DGs (Figura 7.1.10 A) a la vez que una reducción estadísticamente significa-
tiva (p<0,01) de la permisividad a la replicación de VSV (10 veces) respecto a 
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Figura 7.1.10 Inducción de respuesta de VSGs y replicación de virus sensible a IFN-I 
en células A549 deficientes en SIGMAR1. A) Western Blot frente a MX1, ISG56, SIG-
MAR1 y β-actina (ACTB) de extractos de células A549 deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) 
y células control (shCTRL1). Células Huh-7 que expresan una variante dominante negativa 
de la IKBKG (denotadas como IKKg -) se empleron con control negativo de la respuesta a 
la estimulación viral. B) Replicación de VSV en en células A549 deficientes en SIGMAR1 
(shS1R1 y shS1R2) y células control (shCTRL1). Los datos se representan como promedio 
y desviación estándar de un experimento representativo (n=6). Los asteriscos representan la 
significancia estadística (valor de p) de la prueba T de Student para datos no pareados para 
la comparación de medias entre las células shCTRL1 y shS1R2;  ** p<0,01. 
 Este resultado indica que la respuesta innata antiviral exacerbada 
mostrada por las células deficientes en SIGMAR1 tiene un impacto sobre la 








7.2 Estudio del papel de la proteína SIGMAR1 en la regulación de 
la proteostasis y la localización de las proteínas virales de HCV en 
sistemas de expresión de la poliproteína viral en ausencia de repli-
cación
 Previamente en nuestro grupo se había descrito que los niveles de SIG-
MAR1 en las células Huh-7 son limitantes al inicio de la infección por HCV en 
cultivo celular (HCVCC) pero no afectan la permisividad a la entrada de partícu-
las virales pseudotipadas (HCVPP, modelo de entrada) ni la traducción mediada 
por el IRES de HCV a partir de RNA subgenómico viral (modelo de traducción 
primaria: la traducción de proteínas virales a partir de genomas virales entran-
tes en las primeras horas de la infección), indicando que el defecto de las célu-
las deficientes en SIGMAR1 en la acumulación de RNA a partir de un replicón 
subgenómico o el RNA genómico viral en un ciclo único de infección por HCVCC 
debía involucrar un paso del ciclo viral entre la traducción primaria y el estab-
lecimiento de los complejos de replicación funcionales (Friesland, Mingorance 
et al. 2013). 
 El sistema sustitutivo empleado para el estudio de la traducción pri-
maria de HCV utiliza una prueba indirecta: la evaluación de la proteína report-
era luciferasa que se traduce a partir de una construcción de RNA dicistrónico 
que expresa las proteínas del complejo replicasa (NS3-NS5B) bajo el IRES de 
ECMV y la proteína reportera luciferasa bajo el IRES de HCV, en ausencia de 
replicación. Con este modelo, se determinó que la traducción primaria de HCV 
o, más específicamente, la capacidad de traducción mediada por su IRES, no 
está afectada en las células deficientes en SIGMAR1 (Friesland, Mingorance et 
al. 2013). Sin embargo, no podemos ignorar que la síntesis de la poliproteína 
viral, una proteína de integral de membrana de 3000 aminoácidos que debe 
traducirse en el ER y procesarse co-traduccionalmente por proteasas celulares 
y virales, y adoptar una conformación compleja en la membrana del ER en 
asociación con lípidos y proteínas celulares (Sección 4.1.3.2), tiene diferentes 
requerimientos que la proteína reportera, que es una proteína relativamente 
pequeña y citosólica. Además de la eficiencia de traducción mediada por el 
IRES, otros factores son claves en el destino de la poliproteína viral: su proc-
esamiento proteolítico, modificaciones postraduccionales, interacciones en la 
membrana y conformación, su localización, así como su estabilidad. Por todo 
esto, con el fin de describir mejor la función de SIGMAR1 en el establecimiento 
de la infección por HCV, nos propusimos conocer si SIGMAR1 tiene un papel 








evaluación de la funcionalidad, acumulación y distribución de las proteínas vi-
rales individuales en las células deficientes en SIGMAR1.
7.2.1 Acumulación de proteínas no estructurales de HCV en sistema de 
expresión mediante plásmidos pTM de la región NS3-NS5B de la polip-
roteína viral de genotipo 2a en células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 
 Para estudiar el destino de la poliproteína de HCV en ausencia de rep-
licación, se empleó un sistema sustitutivo de expresión del fragmento repli-
casa NS3-NS5B de la poliproteína del genotipo 2a mediante expresión de esta 
región de la poliproteína viral bajo el promotor de la polimerasa del bacterífago 
T7 (T7 pol) a partir de un plásmido pTM, pTM-NS3-5B, y un plásmido de expre-
sión de T7 pol, pCAGGSS-T7 (Sección 6.4), que se co-transfectaron de acu-
erdo a lo descrito en Sección 6.16. Los niveles de RNA molde y proteína NS3 
acumulados en 36 h en células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y células 
control (shCTRL1) se evaluaron mediante RT-qPCR (Sección 6.25) empleando 
los oligonucleótidos NS3ORF2a (Sección 6.25 Tabla 6.I) y mediante Western 
blot, empleando el anticuerpo frente a NS3 genotipo 2a (Sección 6.6), respec-
tivamente. 
 En primer lugar se observó que el transcrito de RNA molde de la región 
codificante de NS3 se acumula menos en 36 h en las células deficientes en 
SIGMAR1 que en las células control (datos no mostrados). Así, para obtener 
una cantidad de molde de RNA semejante en ambos tipos celulares a 36 h 
empleando idénticas cantidades de plásmido pTM fue necesario ajustar las 
cantidades a fin de co-transfectar una mayor cantidad plásmido de expresión 
de la T7 pol en las células deficientes en SIGMAR1 que en las células control.
 En la figura 7.2.1 se muestra que, en condiciones donde las células de-
ficientes en SIGMAR1 shS1R2 y las células control shCTRL1 expresan igual 
cantidad de molde de RNA, la cantidad de proteína individual NS3 acumulada 
es menor en las células shCTRL1 respecto a las shS1R2 (Figura 7.2.1 A y B). 
 Estos resultados evidencian que, a pesar de que la poliproteína es capaz 
de traducirse y procesarse en la membrana del ER, al menos hasta la región de 
NS4A (suficiente para el autoprocesamiento proteolítico de NS3), la eficiencia 
de la traducción, procesamiento o la acumulación de la proteína individual NS3 
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Figura 7.2.1 Acumulación de RNA y proteína viral HCV NS3 (genotipo 2a) expresados 
con el sistema de plásmidos pT7/ pTM NS2-NS5B en células deficientes en SIGMAR1 
y células control. A) Western Blot frente a SIGMAR1, la proteína viral NS3 de genotipo 2a 
y β-actina (ACTB) B) Ratio de la abundancia relativa a las células control shCTRL1 del RNA 
molde determinado por RT-qPCR y de la abundancia relativa de proteína determinado por 
la intensidad normalizada de la señal en Western Blot calculada usando el software ImageJ 
de la proteína viral HCV NS3 de genotipo 2a en células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y 
células control (shCTRL1) a las 36 h post-transfección con los plásmidos de expresión. Los 
datos se representan como promedio y desviación estándar (n=9). Los asteriscos represen-
tan la significancia estadística (valor de p) de la prueba T de Student para datos no pareados 
para la comparación de medias entre shS1R2 y shCTRL1; *** p<0,001.
7.2.2 Acumulación de proteínas estructurales y no estructurales de HCV 
en sistema de expresión mediante infección con un vector vacunal/vac-
cinia (MVA) recombinante en células deficientes en SIGMAR1
 Adicionalmente y para solventar las dificultades presentadas por el 
sistema de co-transfección de plásmidos, se empleó un segundo sistema de 
expresión de la poliproteína de HCV en ausencia de replicación que consiste 
en la expresión a partir de un virus MVA recombinante (MVA-HCV) que expresa 
a altos niveles la mayor parte de la poliproteína viral del genotipo 1a (desde 
Core hasta las primeras dos terceras partes de NS5B) (Sección 6.2.3).
 En este caso, las células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y sus con-
troles (shCTRL1) fueron infectadas con el virus MVA-HCV a una MOI de 10 
durante 1 h (Sección 6.23) y los niveles de RNA y proteína de las proteínas 
virales no estructurales NS3 y NS5A y la proteína estructural core se determi-
narion mediante RT-qPCR (Sección 6.25) y Western blot (Sección 6.6), respec-








de RNA resultaron similares en ambos tipos celulares en todos los tiempos. 
Sin embargo, la cinética de acumulación de proteínas mostró una acumulación 
diferente de NS3 y NS5A desde las 2 h post-infección, con un aumento cor-
relativo hacia las 8 horas, mientras las diferencias permanecen aparentemente 
constantes entre las 8 y las 24 h (datos no mostrados). Como muestra la figura 
7.2.2 A los niveles de acumulación de las proteínas no estructurales NS3 y 
NS5A a 6 h post-infección con MVA-HCV son menores en las células shS1R2 
respecto a las shCTRL1, mientras la acumulación de la proteína estructural 
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Figura 7.2.2 Acumulación de RNA y proteína viral HCV NS3 (genotipo 1a) expresados 
mediante infección con el virus MVA-HCV en células deficientes en SIGMAR1 y cé-
lulas control. A) Western Blot frente a SIGMAR1, la proteína viral NS3 de genotipo 1a y 
β-actina (ACTB), y B) Ratio de la abundancia relativa a las células control shCTRL1 del RNA 
molde determinado por RT-qPCR y de la abundancia relativa de proteína determinado por 
la intensidad normalizada de la señal en Western Blot calculada usando el software ImageJ 
de la proteína viral HCV NS3 de geotipo 1a en células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y 
células control (shCTRL1) a las 6 h post-infección con el virus recombinante MVA-HCV. Los 
datos se representan como promedio y desviación estándar (n=9). Los asteriscos represen-
tan la significancia estadística (valor de p) de la prueba T de Student para datos no pareados 
para la comparación de medias; *** p<0,001.
 La acumulación similar de la proteína estructural core en ambos tipos 
celulares sugiere que la iniciación de la traducción de la poliproteina viral es 
normal en las células deficientes en SIGMAR1 y que SIGMAR1 debe regu-
lar la acumulación de las proteínas en un paso posterior. La regulación dife-
rencial específica de algunas proteínas virales como NS3 y NS5A, pero no 
de core, presumiblemente obedece a una distinción en cuanto a localización 
(citoplasmática vs integral de membrana), posiblemente determinada por los 








7.2.3 Tamaño y distribución de los sitios de co-localización entre las pro-
teínas virales no estructurales NS3 y NS5 de HCV expresadas en aus-
encia de replicación viral (sistema MVA-HCV) en células deficientes en 
SIGMAR1 
 La expresión de la poliproteína de HCV es suficiente para inducir la for-
mación de las “redes membranosas” que contienen las estructuras de los com-
plejos de replicación viral (Romero-Brey, Merz et al. 2012). Para estudiar el 
efecto de la deficiencia de SIGMAR1 sobre la localización intracelular de las 
proteínas virales no estructurales NS3 y NS5A, componentes del complejo de 
replicación viral, se empleó el sistema de expresión de la poliproteína viral ba-
sado en la infección con MVA-HCV (6 h) y estudiamos su patrón de expresión 
mediante inmunofluorescencia (Sección 6.27 y 6.28). 
 Para obtener distintos niveles de expresión de proteína viral, se emplearon 
dos multiplicidades de infección (MOI 2 y MOI 10), que pensamos podrían re-
flejar dos estadios distintos de acumulación de proteína viral y formación de 
estructuras de membrana relevantes. En cada caso, se cuantificó mediante 
RT-qPCR (Sección 6.25) el RNA molde de NS3, constatando que ésta era la 
misma en células deficientes y control (datos no mostrados). 
 Como se  muestra en la figura 7.2.3, a las 6 h post-infección a MOI 2 las 
células control (shCTRL1) muestran estructuras marcadas fundamentalmente 
por NS5A y algunas en las que colocalizan NS3 y NS5A, mientras que en las 
células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) la tinción de ambas proteínas es 
más difusa, con sitios marcados mayormente sólo con NS5A, más pequeños 
que los observados en las células control, y escasos sitios de colocalización de 
NS5A y NS3 (Figura 7.2.3, paneles superiores). 
  Estas diferencias pudieran reflejar un retraso en el proceso de acumu-
lación de las proteínas necesarias para formar estructuras de membrana, ya 
que como se observa en el panel inferior derecho de la figura 7.2.3, en las 
células deficientes en SIGMAR1 infectadas a MOI 10 se evidencia de manera 
similar al control, una predominancia de los puntos de co-localización de am-



















Figura 7.2.3 Co-inmunotinción de las proteínas no estructurales de HCV NS3 y NS5A 
en células deficientes en SIGMAR1 y células control infectadas con MVA-HCV a MOI 
2 y MOI 10. Imégenes de microscopía de fluorescencia de un campo representativo de la 
inmunotinción de las proteínas virales NS3 y NS5A de HCV  en las células deficientes en 
SIGMAR1 (shS1R2) y células control (shCTRL1) infectadas con MVA-HCV a MOI 2 (paneles 
superiores) o MOI 10 (paneles inferiores).
 El análisis estadístico de las áreas de co-localización de NS3-NS5A en 
300 células de cada línea celular indica que las células deficientes en SIGMAR1 
y las células control muestran diferencias en la distribución de tamaños de es-
tos sitios de co-localicación, con las mayores diferencias entre las estructuras 
de mayores tamaños (Figura 7.2.4 B).  Estos resultados sugieren que, a pesar 
de la expresión de poliproteína funcional (al menos hasta la región NS3/4A) en 
las células deficientes en SIGMAR1, éstas células muestran una deficiencia en 
la acumulación de algunas de las proteínas virales, que podría llevar, o bien ser 








de membranas donde se forman los complejos de replicación viral. 
 Además, como se muestra en la figura 7.2.4, en la condición de mayor 
multiplicidad (MOI 10), las células control muestran un patrón anillado perinu-
clear de colocalización de NS3 y NS5A, mientras en las células deficientes en 
SIGMAR1 no se observa ese patrón anillado, sino más bien las estructuras de 
colocalización son más pequeñas y muestran una distribución aparente más 
difusa en el citoplasma (Figura 7.2.4 A). Este distinto patrón de tinción sugiere 
un efecto adicional de la deficiencia de SIGMAR1 sobre la distribución y local-
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Figura 7.2.4 Co-inmunotinción de las proteínas no estructurales de HCV NS3 y NS5A 
en células deficientes en SIGMAR1 y células control infectadas con MVA-HCV a MOI 
10. A) Imágenes de microscopía de fluorescencia de una célula representiva de la inmu-
notinción de las proteínas virales NS3 y NS5A de HCV e B) histograma de la cuantificación 
(en 300 células) de la cantidad frente al área de las partículas de co-localización NS3-NS5A 
en las células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y células control (shCTRL1) infectadas con 
MVA-HCV a MOI 10. 
  En conjunto, estos resultados sugieren que SIGMAR1 tiene un papel en 
la regulación de la proteostasis y localización de las proteínas virales de HCV 
independiente de la replicación viral que pudiera estar en la base de su función 








7.3 Perfil transcriptómico y proteómico diferencial de células Huh-7 
deficientes en SIGMAR1 
 La proteína Receptor SIGMAR1 ha sido relacionada con diversas funcio-
nes fisiológicas centrales como la respuesta a estrés y la supervivencia celular 
(Sección 4.3.4) y está asociada genéticamente con enfermedades neurode-
generativas humanas como enfermedad lateral amiloide (ALS), enfermedad de 
Huntington (HD) y enfermedad de Alzheimer (AD)(revisado en (Nguyen, Lucke-
Wold et al. 2015) (Sección 4.3.5). Más recientemente en nuestro laboratorio 
se ha revelado que SIGMAR1 tiene un papel proviral en el establecimiento de 
la infección por el virus de la hepatitis C (HCV) (Friesland, Mingorance et al. 
2013), posiblemente modulando el destino de las proteínas virales requeridas 
para la formación de la replicasa viral (Sección 7.2). Además, hemos postulado 
que SIGMAR1 modula negativamente la respuesta antiviral innata frente a vi-
rus (Sección 7.1). Sin embargo, los mecanismos moleculares de sus funciones 
se desconocen. 
 En este trabajo hemos realizado un estudio no sesgado del transcrip-
toma y proteoma diferencial de las células Huh-7 deficientes en SIGMAR1 para 
obtener nuevos conocimientos sobre las funciones celulares de SIGMAR1, sus 
posibles mecanismos de regulación de los procesos celulares con los que se 
ha relacionado previamente, así como los descritos en las Secciones 7.1 y 7.2 
de esta tesis doctoral.
7.3.1 Estudio transcriptómico y proteómico y diferencial de células Huh-7 
deficientes en SIGMAR1 
 Con el objetivo de obtener nuevas nociones sobre las funciones de la 
proteína SIGMAR1 se realizó un estudio transcriptómico mediante secuen-
ciación masiva de RNA (RNAseq) de células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) 
o células control (shCTRL1) (n=2) (Sección 6.29). El análisis de las secuencias 
de RNA celular de las células shS1R2 y shCTRL1 permitió identificar 60675 
transcritos (Sección 7.3.1). Imponiendo un valor de corte de proabilidad de fal-
sos negativos (FDR, del inglés false discovery rate, cuantificado como valor 
p ajustado y denotado como q) para la detección de diferencias significativas 
menor que 0,05 se hallaron 3373 transcritos diferencialmente abundantes en-
tre las líneas celulares deficientes en SIGMAR1 y las control (Figura 7.3.1 A; 








proteína no caracterizada (H3BQ85) y  67 secuencias no codificantes. De las 
secuencias codificantes, 1911 se encontraron en niveles mayores y 1394 en 
niveles menores en células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) respecto a las 
células control (shCTRL1). Por brevedad en la definición, éstos son referidos 
en el texto como inducidos o reprimidos respectivamente. El diagrama de la 
figura 7.3.1 A muestra los resultados del análisis de transcriptómica diferencial 
expresados como ratio de la abundancia (denotado en la figura como FC, del 
inglés fold change) de cada transcrito identificado en las células shS1R2 re-
specto a las células shCTRL1. En color azul se destacan los 3373 transcritos 
que resultaron en diferencias estadísticamente significativas entre las células 
deficientes en SIGMAR1 y las células control (q< 0,05) (Figura 7.3.1 A). Los 
cambios de niveles de expresión que resultaron estadísticamente significativos 
para el valor de q seleccionado, variaron en el rango de -3,95 a + 4,92 veces. 
Los niveles de mRNA de SIGMAR1 aparecieron disminuídos tres veces en las 
células shS1R2 respecto a los valores de las células shCTRL1. 
 Como complemento a este estudio se realizó en paralelo un estudio 
proteómico cuantitativo mediante marcaje isobárico con iTRAQ-8plex y cro-
matografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/
MS) (Sección 6.30) a partir de extractos totales células de células deficientes en 
SIGMAR1 shS1R2 y células control shCTRL1 (n=4). El análisis proteómico per-
mitió identificar inequívocamente 3502 proteínas tanto en las células shS1R2 
como en las shCTRL1. La proteína SIGMAR1 no fue identificada en el proteo-
ma de ninguna de las dos líneas celulares, debido probablemente a su relativa-
mente baja abundancia en el proteoma celular, por lo que no fue posible cuanti-
ficar por este método los niveles de silenciamiento de SIGMAR1 obtenidos con 
el silenciador shS1R2, que fueron comprobados mediante Western blot (Figura 
7.3.1 D). Este hecho ejemplifica una desventaja de esta técnica: cambios muy 
relevantes pueden ser inapreciables debido a la sensibilidad relativamente baja 
de la técnica de identificación. De las 3502 proteínas identificadas 208 (5,9%) 
se encontaron en niveles significativamente diferentes entre células deficien-
tes en SIGMAR1 y sus controles, considerando un valor de corte q< 0,05. De 
estas 208 proteínas, 148 presentaron niveles mayores  y 60 niveles menores 
en las células deficientes en SIGMAR1 shS1R2 que en células control shC-
TRL1. El diagrama de la figura 7.3.1 B muestra los resultados del análisis de 
proeómica diferencial expresados como ratio de la abundancia (denotado en la 
figura como FC) de cada proteína identificada en las células shS1R2 respecto 
a las células shCTRL1. En color azul se destacan las 208 identificaciones que 








serva en el diagrama, los cambios en los niveles de proteínas que resultaron 
estadísticamente significativos con el valor de q impuesto fueron de magnitud 
moderada, variando entre 0,3 y 2,3 veces en las células shS1R2 respecto a las 
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Figura 7.3.1 Datos de transcriptómica y proteómica diferencial de células deficien-
tes en SIGMAR1 A) Gráfico de magnitud (FC: fold change) y significancia estadística de 
las diferencias (base: valor que representa la abundancia de lecturas por millón) ; q: valor 
de FDR) en los niveles celulares de los transcritos de RNA y B) proteínas identificadas 
en los experimentos de transcriptómica y proteómica diferencial de células deficientes en 
SIGMAR1 (shS1R2) y células control (shCTRL1) expresados como ratio shS1R2/shCTRL1. 
Cada punto representa transcrito de RNA o proteína. En color azul se representan los tran-
scritos de RNA y las proteínas con cambios significativos entre las células shS1R2 y las 
células shCTRL1 (q< 0,05). C) Gráfico de correlación entre la magnitud de las diferencias 
a nivel de RNA y de proteína y de las proteínas que presentaron cambios significativos en-
tre las células shS1R2 y las células shCTRL1 a ambos niveles (q< 0,05). P: coeficiente de 
correlación de Pearson. D) Western blot frente a proteínas SIGMAR1, UCHL1 y SQSTM1 









 En el análisis de transcriptómica diferencial 140 de las 208 proteínas 
con cambios significativos en la proteómica también presentarion diferencias 
significativas a nivel de mRNA entre las células deficientes en SIGMAR1 y las 
células control. La correlación existente entre las magnitudes de los cambios 
(log2FC) a nivel de proteína y mRNA de estas 140 proteínas (Figura 7.3.1C) 
(coeficiente de Pearson=0,78) muestra que en la mayoría de estas proteínas 
(131 de 140), los cambios de niveles de proteína se relacionan directamente 
con cambios a nivel de mRNA. Estas proteínas, que en adelante y por simpli-
ficar la nomenclatura son referidas como reguladas transcripcionalmente, 
representan la mayoría de las proteínas que presentan cambios significativos 
en sus niveles en las células deficientes en SIGMAR1 (131 de 208), apuntando 
a que, probablemente, parte de los fenotipos de las células deficientes en SIG-
MAR1 responden a una regulación a nivel transcripcional. 
 La minoría restante de las proteínas que muestran una acumulación 
diferencial tanto a nivel de mRNA como de proteína (9/140), sin embargo, 
mostró cambios de expresión en sentidos opuestos a los cambios en mRNA 
(Figura 7.3.1 C; en rojo), que deben responder a una regulación post-tran-
scripcional. Además, un tercer grupo de proteínas (77 de las 208), mostró cam-
bios de abundancia sin mostrar cambios significativos de los niveles de los 
transcritos de su mRNA (q>0,05), lo que también sugiere una regulación post-
transcripcional. Para limitar el número de falsos negativos en el análisis de este 
último grupo de proteínas, de estas 77 proteínas se seleccionaron aquellas 
que en las pruebas estadísticas del análisis transcriptómico resultaron con una 
q>0,5 (61/77) y un mímimo de 1000 lecturas por millón. Estas 61  proteínas 
con cambios en proteómica sin cambios significativos en mRNA, junto a las 9 
anteriormente mencionadas donde los cambios de mRNA y de proteínas re-
sultaron opuestos, en adelante y por simplificar se referirán como reguladas 
post-transcripcionalmente  (70 de 208). 
 Entre las 131 proteínas reguladas post-transcripcionalmente se in-
cluyen 93 proteínas cuyos niveles de mRNA y proteína son mayores, que en lo 
adelante se refieren como sobre-reguladas, y 38 proteínas cuyos niveles tanto 
de mRNA como de proteína son menores, y se refieren como sub-reguladas, 
en las células deficientes en SIGMAR1 respecto a las células control (Anexos 
Tabla I).
 Por su parte, el grupo de las 70 proteínas reguladas post-transcrip-
cionalmente incluye 51 proteínas sobre-reguladas y 19 sub-reguladas en 








 Los datos de transcriptómica y proteómica correlacionan notablemente 
(P= 0,78) a pesar de provenir de técnicas muy distintas en cuanto a sensibili-
dad y rango dinámico y partir de réplicas biológicas independientes, validando 
mutuamente los cambios identificados con ambas técnicas. Como validación 
independiente de estos datos se verificó mediante Western blot la expresión 
diferencial de UCHL1 y SQSTM1, dos proteínas cuya expresión diferencial fue 
identificada en los experimentos de proteómica y transcriptómica. Como se 
muestra en la figura 7.3.1 D los niveles de la proteína UCHL1 son mayores en 
células deficientes en SIGMAR1 shS1R2 que en células control shCTRL1. De 
manera análoga, los niveles de SQSTM1 son mayores en células deficientes 
en SIGMAR1 shS1R3, donde el silenciamiento es más pronunciado que en las 
células shS1R2, en la que los niveles de SQSTM1 resultaron indetectables, 
como en células shCTRL1. Estos datos validan con una técnica independiente 
que el análisis del estudio de proteómica diferencial de acuerdo al criterio se-
guido para considerar diferencias significativas permite encontrar candidatos 
con diferencias apreciables mediante técnicas menos sensibles. Además, las 
diferencias mostradas por los silenciadores shS1R2 y shS1R3 en Western blot 
sugieren que la magnitud de los cambios observados es dependiente del nivel 
de silenciamiento de SIGMAR1 (Figura 7.3.1 D).
7.3.2 Análisis funcional de datos de la proteómica y transcriptómica dife-
rencial de células Huh-7 deficientes en SIGMAR1
  Como punto de partida del análisis funcional de los resultados obtenidos 
en Sección 7.3.1 las identificaciones se clasificaron según el sistema de cla-
sificación PANTHER (del inglés protein analysis through evolutionary relation-
ships) del Gene Ontology (GO) Consortium, atendiendo a los términos GO de 
procesos biológicos, funciones moleculares, clases de proteínas y componentes 
celulares.  De esta manera, los grupos de proteínas clasificadas en términos 
GO se sometieron a pruebas de sobre-representación (ORA, del inglés over-
representation analysis) usando la base de datos de anotaciones funcionales 
GO-Slim y tomando como referencia la base de datos de proteínas humanas 
de UniProt (Universal Protein Resource) (The Uniprot Consortium 2008), con 
el fin de identificar procesos biológicos, funciones moleculares, clases de pro-
teínas y componentes celulares sobre-representados en el grupo de proteínas 
diferencialmente reguladas (Sección 6.31).
 En primer lugar se analizaron las proteínas para las que se verificó 








gundo lugar, se analizaron las proteínas que presentaron una abundancia rela-
tiva diferencial (q<0,05) sin evidencias de regulación transcripcional (q>0,5). 
Finalmente, con el fin de aprovechar la información encerrada en los datos de 
transcriptómica, se analizaron todos los datos de transcritos significativamente 
regulados en el estudio de RNAseq (q<0,05). Para la representación de los re-
sultados de las pruebas ORA se ajustaron los parámetros ajuste de valor de p 
y número de componentes por categorías, en función del tamaño de la muestra 
y del número de categorías obtenidas en el análisis a fin de que éste resultara 
informativo (Sección 6.31)(Sección 7.3.2a).
 En un paso subsiguiente del análisis, se examinaron las categorías que 
resultaron sobre-representadas a ambos niveles transcriptómico y proteómico, 
mediante la interrogación de bases de anotaciones más amplias así como bas-
es de anotaciones especializadas, con el objetivo de obtener información más 
detallada de los procesos que subyacen a las categorías sobre-representadas 
e identificar los componentes asociados a cada una de estas categorías (Sec-
ción 6.31)(Sección 7.3.2b). 
7.3.2a Análisis de sobre-representación de términos GO
 Las 131 proteínas reguladas transcripcionalmente se sometieron a 
análisis de sobre-representación (ORA) frente a las anotaciones de términos 
GO asociados a proteínas humanas de la base de datos GO-Slim. En la figura 
7.3.2 se muestran los resultados de las pruebas ORA de procesos biológicos, 
funciones moleculares y vías de señalización en función de la significacncia es-
tadística.
 La gráfica de procesos biológicos, muestra los resultados sin ajuste de 
valor de p que están representados por al menos 5 y hasta 50 proteínas y tienen 
una sobre-representación de al menos 2 veces con respecto a la incidencia 
esperada en el proteoma referencia. Esta prueba reveló una sobre-represen-
tación significativa de las categorías biogénesis y organización de componentes 
celulares, metabolismo de lípidos y metabolismo de proteínas entre las proteínas 
reguladas transcripcionalmente (Figura 7.3.2), que resultaron asimismo sobre-
representadas en los análisis independientes de las 208 proteínas y los 3305 
transcritos codificantes diferencialmente regulados (Anexos Tabla III). 
 El análisis de funciones moleculares, empleando la corrección de Bon-








mente significativa de las categorías unión a actina y actividad peptidasa (Figura 
7.3.2).  
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Figura 7.3.2 Procesos biológicos, funciones moleculares y vías de señalización sobre-
representados significativamente entre las 131 proteínas transcripcionalmente regu-
ladas en las células deficientes en SIGMAR1 respecto a las células control. Gráfico 
que representa los resultados estadísticamente significativos (p<0,05) de las pruebas de 
sobre-representación (ORA) de términos GO de las bases de anotaciones GO-Slim y Pan-
ther Pathways  de las proteínas transcripcionalmente reguladas en las células deficientes 
(shS1R2) en SIGMAR1 respecto a las células control (shCTRL1) frente a la base de datos 
de referencia del genoma humano de Uniprot.
 El análisis de vías de señalización constituidas por al menos 3 proteínas 
y sobre-representadas al menos 2 veces con un valor de p no ajustado menor 
que 0,05 (Figura 7.3.2) reveló que vía de las integrinas, las categorías mapa de 
señalización de cckr y enfermedad de Huntington, las cuales comparten algunas 
componentes con la vía de las integrinas, y la categoría enfermedad de parkin-








 Por otra parte, la prueba de sobre-representación de procesos biológi-
cos de las 70 proteínas reguladas post-transcripcionalmente verifica una 
regulación diferencial de las categorías de procesos biológicos biogénesis u or-
ganización de componentes celulares  y metabolismo de lípidos entre los genes 
regulados a nivel post-transcripcional (Figura 7.3.4), que destaca la relevancia 
de estas categorías que aparecen reguladas tanto transcripcional como post-
transcripcionalmente en las células deficientes en SIGMAR1. Además, apa-
recen categorías que no resultaron sobre-representadas entre las reguladas 
transcripcionalmente: traducción, movimiento de componentes celulares y ciclo 
celular (Figura 7.3.4).
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Figura 7.3.3 Procesos biológicos, funciones moleculares y vías de señalización sobre-
representados significativamente entre las 70 proteínas reguladas post-transcripcio-
nalmente en células deficientes en SIGMAR1 respecto a las células control. Gráfico que 
representa los resultados estadísticamente significativos (p<0,05) de las pruebas de sobre-
representación (ORA) de términos GO de las bases de anotaciones GO-Slim y Panther 
Pathways  de las proteínas post-transcripcionalmente reguladas en las células deficientes 
(shS1R2) en SIGMAR1 respecto a las células control (shCTRL1) frente a la base de datos 
de referencia del genoma humano de Uniprot. 
 Asimismo, en las pruebas ORA de funciones moleculares y clases de 
proteínas de las proteínas reguladas post-transcripcionalmente se verifica 
la sobre-representación de la función molecular unión a actina y aparece una 








actina (Figura 7.3.3), que está constituida fundamentalmente por las clases de 
proteínas proteínas estructurales del citoesqueleto de actina, filamentos inter-
mediarios y proteínas de unión a actina (Anexos Tabla V).
 El análisis de las vías de señalización reveló la sobre-representación las 
vías de vía de las integrinas y vía de regulación del citoesqueleto por las rHo 
gtpasas (Figura 7.3.4), que resultaron asimismo sobre-representadas en los 
análisis independientes de las 208 proteínas y los 3305 transcritos codificantes 
diferencialmente regulados (Anexos Tabla V).
 En conjunto, el análisis funcional de los genes que resultaron significati-
vamente regulados tanto en trancriptómica como en proteómica de las células 
deficientes en SIGMAR1 apuntan a una regulación diferencial de elementos de 
la organización celular, y en especial del citoesqueleto de actina, en las células 
deficientes en SIGMAR1, que podrían implicar la desregulación de proteínas 
de unión a actina y las vías de señalización de las integrinas y las Rho GTPasa 
(Anexos Ficha B).  
 Dada la profundidad de secuencia que ofrecen los estudios de secuen-
ciación masiva de RNA (RNAseq) es posible obtener una gran cantidad de in-
formación de secuencias de RNA inalcanzable por técnicas de identificación de 
proteínas. Así, a pesar de las limitaciones que presenta no poder verificar a nivel 
de proteína el impacto de todos los cambios de mRNA, esta información adicio-
nal constituye un importante material complementario para ampliar el estudio 
de los procesos que se han identificado en la proteómica o estudios fenotípicos 
previos como posibles dianas de regulación por SIGMAR1. Además, dada la 
excelente correlación que mostraron los datos de proteómica y transcriptómica 
(Figura 7.3.1 C), pensamos que este análisis nos permite validar los procesos 
candidatos más relevantes, mediante la identificación de un mayor número de 
mediadores de estos, así como profundizar en los mecanismos que subyacen 
a la regulación diferencial de los genes validados por ambas técnicas.
 Así, el total de los 3305 RNA codificantes diferencialmente regulados en 
las células deficientes en SIGMAR1 (Sección 7.3.1) se sometieron a pruebas de 
sobre-representación (ORA). En la figura 7.3.4 se representan las categorías 
que resultaron significativas en la prueba ORA frente a la base de anotaciones 
GO-Slim de procesos biológicos que aparecieron representados por un mínimo 
de 5 y un máximo de 200 proteínas y con una sobre-representación de al me-
nos 1,3 veces y de vías de señalización frente a la base de anotaciones Panther 








sobre-representación de al menos 1,5 veces. Cuando más de una categoría de 
la misma familia cumplió estas premisas, se representó la más amplia (Figura 
7.3.4). 
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Figura 7.3.5 Procesos biológicos y vias de señalización sobre-representados signifi-
cativamente entre los 3305 transcritos codificantes diferencialmente regulados en las 
células deficientes en SIGMAR1 respecto a las células control. Gráfico que representa 
los resultados estadísticamente significativos (p<0,05) de las pruebas de sobre-represent-
ación (ORA) de términos GO de las bases de anotaciones GO-Slim y Panther Pathways de 
los transcritos codificantes regulados en las células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) re-
specto a las células control (shCTRL1) frente a la base de datos de referencia del proteoma 
humano de Uniprot. 
 Es notable que, en acuerdo con los resultados de la proteómica dife-
rencial, entre los transcritos de RNA diferencialmente regulados se verifica  la 
sobre-representación de las categorías biogénesis u organización de organelos 
y biogénesis u organización de componentes celulares, así como categorías re-
lacionadas con el metabolismo de proteínas. Adicionalmente aparecen sobre-
representadas en este grupo de datos las categorías organización de cromatina 
y replicación de dna (Figura 7.3.4), relacionadas con la categoría ciclo celular 
que resultó sobre-representada en el grupo de proteínas reguladas post-tran-
scripcionalmente (Figura 7.3.3).








uladas a nivel transcripcional en las células deficientes en SIGMAR1, se real-
izó una prueba de sobre-representación de vías de señalización de la base de 
anotaciones Panther Pathways tomando como referencia la lista de proteínas 
humanas de la base de datos de Uniprot.  
 La categoría de la vía de señalización de ras resultó sobre-representada. 
Entre los componentes de esta categoría se encontraron componentes de se-
ñalización de las Rho GTPasas, que también resultó significativamente sobre-
representada a nivel de proteína (Figura 7.3.3), apoyando la noción de que 
la vía de señalización de las Rho GTPasas está regulada por la actividad de 
SIGMAR1. Adicionalmente, los transcritos de mRNA de otros  miembros de la 
superfamila Ras, la Rho GTPasa CDC42 y la Ras GTPasa HRAS (revisado 
en (Mitin, Rossman et al. 2005)), aparecieron reprimidos, mientras RHOB 
apareció inducido. También apareció sobre-representada entre los transcritos 
diferencialmente abundantes en transcriptómica la vía de p53 (TP53), estrecha-
mente relacionada con el proceso biológico ciclo celular (Figura 7.3.4), que 
también resultó significativo entre los datos de proteómica diferencial (Figuras 
7.3.2 y 7.3.3).
7.3.2b Análisis de los genes diferencialmente regulados en las diferentes 
categorias funcionales significativamente sobre-representadas.
 Para conocer en más detalle las relaciones funcionales entre genes dife-
rencialmente regulados dentro de categorías estadísticamente significativas en 
las pruebas de sobre-representación (Sección 7.3.2a) se interrogaron bases 
de anotaciones más extensas, como GO-Complete para procesos biológicos, 
funciones moleculares y componentes celulares y KEGG y Reactome para vías 
de señalización empleando la herramienta de análisis en línea GENETRAIL2 
(https://genetrail2.bioinf.uni-sb.de). Asimismo, se interrogaron las bases de an-
otaciones de regulación génica TRANSFAC TF, TRANSFAC TFfam, y TRANS-
FAC mirRNA y de familias de proteínas Pfam. Frente a cada una de éstas los 
datos de transcriptómica y proteómica diferencial se sometieron a pruebas de 
sobre-representación empleando la corrección de Bonferroni para el ajuste del 
valor de p (Sección 6.31). Este análisis permitió identificar procesos específicos 
asociados a cada categoría de procesos biológicos y funcionales moleculares, 
que son comunes a los genes regulados en la proteómica y la transcriptómica 
diferencial (Anexos Tabla III), así como revelar la sobre-representación de fa-
milias de proteínas (Anexos Tablas V y VII) y dianas de factores de transcrip-








Dada la complejidad de los resultados obtenidos la descripción de los 
resultado se complementa con una breve discusión sobre la posible relación 
existente entre la regulación de los diferentes genes identificados en las cat-
egorías sobre-representadas en la transcriptómica y/o proteómica diferencial 
(Seción 7.3.2a) en base a la literatura previa. Para ilustrar los elementos más 
interesantes encontrados en estas relaciones, además, se han introducido una 
serie de breves fichas bibliográficas en forma de anexos (Sección 11.1) que 
reúnen de manera simplificada algunas de las principales relaciones entre los 
procesos biológicos sobre-representados y descritos en los siguientes epí-
grafes.
7.3.2.1 Organización del citoesqueleto 
 El perfil proteómico y transcriptómico de las células deficientes en SIG-
MAR1 muestra cambios muy importantes en el proceso de reorganización del 
citoesquleto de actina y miosina, el transporte mediado por microtúbulos, el 
citoesqueleto cortical y las adhesiones celulares, y en la vía reguladora del 
citoesqueleto mediada por las Rho GTPasas (Anexos Tabla V). Los cambios 
en estas categorías en las células deficientes en SIGMAR1 sugieren una de-
ficiencia en los procesos dependientes de la reorganización del citoesqueleto 
de actina y la desregulación de procesos dependientes de las adehesiones 
celulares.
 Las alteraciones observadas en los componentes de la vía de la Rho GT-
Pasa sugieren una disfunción de ésta en las células deficientes en SIGMAR1. 
Varias proteínas activadoras de las Rho GTPasas se encuentran sobre-regu-
ladas transcripcionalmente, mientras su inhibidor GDI2 está sobre-regulado 
post-transcripcionalmente, apuntando a un defecto funcional acompañado 
de una regulación transcripcional pro-homeostática de la célula hacia la acti-
vación de la señalización de esta vía. Por el contrario, la Arf GTPasa ARF1, que 
activa y coopera con la actividad efectora de la vía de las Rho GTPasas RAC1 
y CDC42 (Norman, Jones et al. 1998; Dubois, Paléotti et al. 2005; Koronakis, 
Hume et al. 2011; Lewis-Saravalli, Campbell et al. 2013) (Anexos Ficha B), se 
encuentra sub-regulada transcripcionalmente en las células deficientes en 
SIGMAR1. Sin embargo, de acuerdo con una deficiencia de la señalización 
de las Rho GTPasas RAC1 y CDC42, los transcritos de mRNA de numerosas 
proteínas de la vía de señalización de éstas aparecen diferencialmente indu-
cidos en las células deficientes en SIGMAR1, incluyendo la quinasa efectora 
PAK3 y efectores como el complejo de nucleación de actina ARPC1B, mientras 








cionalmente, algunos mediadores de funciones dependientes del citoesqueleto 
y de la regulación por Rho GTPasas muestran cambios a nivel de proteína en 
las células deficientes en SIGMAR1 con respecto a las células control (Anexos 
Tabla IV). Por ejemplo, los mediadores de la señalización de RAC1/CDC42, 
EZR y PFN1, están sobre-regulados post-transcripcionalmente en las célu-
las deficientes en SIGMAR1, lo que pudiera denotar una localización y acumu-
lación aberrante con el consecuente defecto en las funciones de éstas (Anexos 
Fichas B y D). 
 EZR, una proteína remodeladora central del citoesqueleto que enlaza el 
citoesqueleto de actina con la membrana y media su remodelación en coordi-
nación con proteínas de unión a actina y la proteína scaffold IQGAP1   (Marion, 
Hoffmann et al. 2011; Matsumoto, Inden et al. 2014; Nammalwar, Heil et al. 
2015)(revisado en (Hughes y Fehon 2007)), depende para su activación de las 
Ras GTPasas de la familia de las Arf y las Rho GTPasas, esencialmente de la 
acumulación de PI4,5P2 en membranas, para su reclutamiento a membranas y 
función (Anexos Ficha B). Así, los niveles disminuídos de ARF1 y la deficiencia 
de la señalización de las Rho GTPasas RAC1/CDC42 en las células deficientes 
en SIGMAR1, y el subsiguiente efecto en el microambiente de fosfoinosítidos 
(Sección 7.3.2.3),  sugieren una deficiencia en la activación y localización de 
EZR (Auvinen, Kivi et al. 2007, Shabardina, Kramer et al. 2016) y en la dinámi-
ca de actina (revisado en (Hughes y Fehon 2007)). 
 En acuerdo con la deslocalización de EZR, o el predominio de su forma 
citosólica inactiva (revisado en (Ponuwei 2016)), las células deficientes en SIG-
MAR1 presentan una regulación diferencial de las parejas de interacción y fun-
cionales de EZR, S100P y AHNAK, y de factores que dependen de la función 
de EZR e IQGAP1 como los mediadores del movimiento basado en filamentos 
de actina MYH10, MYH9, MYO1B, ACTN1, ACTN2 y ACTN4, y la quinesina 
de transporte mediado por microtúbulos KIF5B (revisado en (Hughes y Fehon 
2007) y (Myers y Casanova 2008)). 
 En conjunto, estos cambios apuntan a un defecto en la organización del 
citoesqueleto mediada por las Rho GTPasas, y sugieren que otros procesos 
dependientes de ésta, como la generación y transporte de vesículas, la madu-
ración de endosomas y la biogénesis de lisosomas (Anexos Ficha C), podrían 
estar afectados en las células deficientes en SIGMAR1. Ciertamente es posible 
verificar ciertas diferencias en la distribución de la actina polimerizada y los 
lisosomas en las células deficientes en SIGMAR1 (Sección 7.3.3 Figura 7.3.5), 








 En acuerdo con la aparente desregulación de la vía de las Rho GT-
Pasas y EZR, también algunos componentes del córtex celular como las inte-
grinas y componentes de las adhesiones de cadherinas aparecen regulados 
diferencialmente en las células deficientes en SIGMAR1. Las integrinas ITGB1, 
ITGA6 e ITGAV y la cadherina CHD1, están sobre-reguladas transcripcional-
mente. Además, las cateninas CTNNB1, CTNNA1, aparecen sobre-reguladas 
post-transcripcionalmente.  Este hecho podría implicar consecuencias en la 
regulación de vías de señalización dependientes de las adhesiones celulares, 
como la vía de Wnt/CTNNB1 (Anexos Ficha E).
7.3.2.2 Transporte mediado por vesículas y establecimiento de la local-
ización intracelular
 Las células deficientes en SIGMAR1 muestran una regulación/ expresión 
diferencial de varios mediadores de la maduración y transporte de vesículas y la 
localización de proteínas en membranas, incluyendo mediadores de fusión de 
membranas y proteínas SNARE (del inglés soluble N-ethylmaleimide sensitive 
fusion protein (NSF) attachment protein receptor) (Rab6, Rab14, USO1, NSF, 
SEC22B), componentes del complejo retrómero para el transporte retrógrado 
de cargos (SNX2, SNX3, SNX5) y del complejo de distribución endosomal ES-
CRT (CHMP1B), adaptadores o moduladores del citoesqueleto y de la unión 
del citoesqueleto la membrana celular (EZR, PDLIM1, CALM1, ACTN2, KRT18, 
ITGB1, GSN, SPTA1, ANXA2, MYH9, SEPT14, TWF1, STATHMIN), proteí-
nas de anclaje a balsas lipídicas (AHNAK, CKAP4), proteínas especializadas 
en la biogénesis y maduración de vesículas (GABARAPL1, IGF2R, LAMP2, 
SQSTM1) y reguladores  del tráfico vesicular (ARF1, SEC24C, SNX3, NSF, 
AP2B1, USO1, ANXA2) (Anexos Tabla VI). En general, la regulación diferencial 
de estas proteínas (Dubois, Paléotti et al. 2005) sugiere una deficiencia en el 
transporte de endomembranas (Popoff, Langer et al. 2011, Kondo, Hanai et al. 
2012; Chen, Garcia-Santos et al. 2013; Nakai, Kondo et al. 2013).
 La pequeña GTPasa ARF1, regulador central del transporte de intrace-
lular mediado por vesículas dependientes de COPI, COPII, SNX y clatrina, se 
encuentra sub-regulada transcripcionalmente en las células deficientes en 
SIGMAR1. La vía Rho GTPasas/forminas, que coopera con ARF1 para la re-
modelación de haces de actina local en los sitios de formación de vesículas 
(Chi, Wang et al. 2013), parece ser disfuncional en las células deficientes en 
SIGMAR1 (Seción 7.3.4.1)(Anexos Ficha B).








SNX-BAR para el transporte retrógrado dependiente de ARF1 parece estar 
comprometida en las células deficientes en SIGMAR1. La proteína central del 
complejo retrómero-SNX3, SNX3, se encuentra sobre-regulada transcripcio-
nalmente en las células deficientes en SIGMAR1, al igual que que los compo-
nentes deformadores de membrana del complejo retrómero-SNX-BAR, SNX2 
y SNX5. Además, el cliente prototípico del sistema retrómero SNX-BAR, IGF2R 
(Arighi, Hartnell et al. 2004)(revisado en (Burd y Cullen 2014), se encuentra 
sub-regulado post-transcripcionalmente, a pesar de estar inducido a nivel 
transcripcional, lo que está en acuerdo con el supuesto de que la disfunción 
el sistema retrómero causa la deslocalización de IGF2R hacia los lisosomas 
(Carlton, Bujny et al. 2004). Como IGF2R, los mRNA de la oxidorreductasa 
LPR1, otro cliente del retrómero SNX-BAR desde endosomas a red trans de 
Golgi, así como el receptor de transferrina TFRC y el receptor de neuropéptidos 
SORCS2, que dependen del complejo retrómero SNX3 (Chen, Garcia-Santos 
et al. 2013), así como el receptor TNFRSF10A, las integrinas (ITGAV, ITGB5, 
ITGA5, ITGA6) y el receptor VLDLR, que dependen del retrómero SNX27 para 
su reciclaje a membrana plasmática también se encuentran sobre-regulados 
transcripcionalmente o inducidos a nivel de mRNA.
 La transcriptómica y proteómica diferencial evidenciaron también una 
sobre-representación de proteínas implicadas en el tráfico desde el ER ha-
cia hacia Golgi, incluyendo componentes del adaptador principal de cargos de 
COPII, SEC24A, C y D, (Anexos Tabla VI). SEC24C, aparece sub-regulado 
post-transcripcionalmente, mientras los componentes SEC24A y SEC24D 
aparecen inducidos a nivel de mRNA sin cambios en la expresión de proteína. 
Asimismo, los niveles mRNA de la ARF GTPasa SAR1A y SAR1B, principales 
reguladoras de la formación de vesículas COPII en los ERES (del inglés, en-
doplasmic reticulum exit sites), del componente del complejo heterotetrámero 
de las vesículas COPII, SEC31A, y de las proteínas co-receptoras de cargos 
especícicos de las vesículas COPII, MCFD2 (Multiple coagulation factor defi-
ciency protein 2) y AREG (Amphiregulin) están inducidos en las células defi-
cientes en SIGMAR1. Asimismo la USO1, responsable del anclaje y fusión de 
las vesículas COPII con la membranas diana, la proteína t-SNARE SEC22B de 
Golgi y el factor de fusión de vesículas de Golgi, NSF, están sobre-regulados 
transcripcionalmente. 
 Por otra parte, varios efectores del sistema de membranas cargo de 
la red trans-Golgi y de endosomas resultaron también sobre-regulados tran-








inducidos a nivel de mRNA en el estudio de transcriptómica, (CLTC (clatrina), 
AP1G2 (componente del complejo AP-1), AP3B1 (componente del complejo 
AP-3), VPS39, SNX16 y SNX2) (Anexos Tabla VI).
 Por otro lado, la sobre-regulación transcripcional de la quinesina 1 
(KIF5B) y la inducción de dineína (DYNC1H1, DNAH5,6,14) en las células 
deficientes en SIGMAR1, proteínas motoras dependientes de microtúbulos 
(Cardoso, Groth-Pedersen et al. 2009; Schmidt, Maritzen et al. 2009; Caviston, 
Zajac et al. 2011; Hunt, Townley et al. 2013), sugiere una deficiencia de la fun-
ción de los sistemas de distribución de vesículas y endosomas en las células 
deficientes en SIGMAR1. 
 En conjunto, el análisis estadístico de sobre-representación de las fun-
ciones de las proteínas de estas categorías reguladas en las células deficientes 
en SIGMAR1, sugieren que SIGMAR1 regula el tráfico de endomembranas de 
ER a Golgi y en la red trans de Golgi, lo que pudiera conducir a la deficiencia de 
la organización y localización subcelular de cargos y afectar la homeostasis de 
orgánulos celulares (Ackema, Hench et al. 2014) (Sección 7.3.3 Figura 7.3.5)
(Anexos Ficha B) .
7.3.2.3 Metabolismo de lípidos
 La categoría metabolismo de lípidos apareció significativamente sobre-
representada en las proteínas reguladas en ambos estudios, de proteómica 
y transcriptómica diferencial de las células deficientes en SIGMAR1. Estas 
células presentan alteraciones en el metabolismo de esteroles, acilgliceroles, 
glicerolípidos y fosfolípidos, y dentro de esta última, particularmente el metabo-
lismo de los fosfoinosítidos (Anexos Tabla VII). 
 El metabolismo de fosfoinosítidos es un proceso clave para la regulación 
de la dinámica del sistema de endomembranas y varios procesos celulares 
como la síntesis de lípidos complejos, la dinámica del citoesqueleto de actina 
y el ciclo celular (Anexos Fichas A, B, C y E). Las células deficientes en SIG-
MAR1 mostraron una inducción diferencial de los transcritos de mRNA de 
enzimas del metabolismo de fosfoinosítidos, incluyendo PI-3 y PI-4 quinasas 
(que median la formación de diversos PIPs como PI3P, PI4P, PI3,4P2), la 5 
fosfatasa OCRL (que media la desfosforilacion de PI(4,5)P2 a PI4P), así como 
de las proteínas de intercambio de PI4Ps: OSBP, OSBP2 y PITPNM1. Sin 
embargo, la PI4P fosfatasa INPP5F, que desforforila PI4P a PI (van Rahden, 
Brand et al. 2012), se encuentra reprimida a nivel de mRNA. Estos cambios 








bución de fosfoinosítidos en las células deficientes en SIGMAR1. Esta noción 
es apoyada también por la sub-regulación transcripcional de los niveles de 
proteína ARF1, que estimula la acumulación local del fosfolípido PI4,5P2, y 
la sobre-representación de proteínas con dominios de unión a PIs entre las 
significativamente reguladas en las células deficientes en SIGMAR1, donde se 
encuentran varias proteínas asociadas a la organización del citoesqueleto de 
actina (Sección 7.3.2.1), la estructuración de las membranas (ARF1, PIs-Ks), 
la formación de vesículas y membranas cargo dependientes de unión a VAPA/ 
VAPB y ARF1 (PLEKHA8, OSBP, PITMN1, GLTP, PLEKHA8), la formación de 
vesículas COPII (SEC24C) y de los sistemas de generación de vesículas de 
exportación de cargos asociados a membranas y del sistema del retrómero 
(SNX3, PLEKHA8) (Sección 7.3.2.2)(Anexos Tabla VII)(Anexos Fichas A-C).
 En especial, es llamativo que las proteínas transportadoras de lípidos 
(LTPs, del inglés lipid transfer proteins) OSBP, OSBP2, PITPNM1 y PLEKHA8, 
responsables del mantenimiento de la distribución de lípidos y la función de 
Golgi (Anexos Fichas A y C) muestran una inducción en los niveles de mRNA 
sin aumento de sus niveles de expresión de proteína y, en particular, PITPNM1, 
incluso presenta una tendencia a niveles reducidos de proteína (un 33%, 
q=0,075; p <0,01) en las células deficientes en SIGMAR1 respecto a las células 
control. Estos datos sugieren que los intercambiadores de PI4P pudieran estar 
desestabilizados post-transcripcionalmente y sus funciones (Anexos Ficha A) 
podrían estar comprometidas en las células deficientes en SIGMAR1. El déficit 
de PI podría provocar una reducción local de sus derivados, incluído PI4P en 
Golgi, con lo cual, éste constituye una posible causa de la regulación de enzi-
mas quinasas de PI.
 Las células deficientes en SIGMAR1 muestran además una sobre-reg-
ulación trancripcional de enzimas de la biosíntesis de esteroles como FDPS e 
IDI1, así como de acilglicéridos (CAT, CPT1A, FABP1, HSD17B12 y SLC25A1) 
(Anexos Tabla VII), lo que está en acuerdo con los niveles incrementados del 
mRNA de los factores de transcripción SREBF1 y de PPARA que se verifica en 
las células deficientes en SIGMAR1 respecto a sus controles. La inducción de 
algunos genes diana de SREBF1 y SREBF2 y PPARA, implicados en la regu-
lación del metabolismo de  esteroides, fosfolípidos y ácidos grasos (TM7SF2, 
HSD17B7, SCARB1,FDPS, FASN, LIPN1, PNPLA3, MTTP, ACADM, CPT1A) 
y en la biogénesis de gotas de lípidos (PLIN2) se verificó por proteómica y tran-
scriptómica, y son consistentes con una activación transcripcional de los genes 








7.3.2.4 Estrés y respuestas a estrés celular 
 De acuerdo a su perfil transcriptómico y proteómico, las células defici-
entes en SIGMAR1 muestan diferencias en los niveles basales de estrés de 
ER y la activación de  algunos mecanismos en respuesta a éste respecto a sus 
controles. 
 El plegamiento de proteínas resultó significativamente sobre-represen-
tado en las células deficientes en SIGMAR1. El análisis de GO-Complete de 
esta categoría reveló los procesos de respuesta a proteínas mal plegadas,  pro-
cesamiento de proteínas en el er, vía de la upr dependiente de ire1 y activación de 
genes de cHaperonas por xbp1 están significativamente sobre-representadas en 
la proteínas reguladas diferencialmente en las células deficientes en SIGMAR1 
(Anexos Tabla VIII y XII). 
 Además, los mRNA de mediadores de la respuesta UPR de la rama de 
XBP1, incluyendo las protein-disulfidrilisomerasas P4HB, PDIA5, responsables 
del correcto plegamiento de proteinas luminales, los mediadores de ERAD, 
EDEM 1, 2 y 3, responsables de la salida de proteínas mal plegadas del ci-
clo de calnexina y su disposición para la degradación (Molinari, Calanca et al. 
2003) y el componente del complejo gamma-secretasa, APH1B, responsable 
del corte proteolítico de las proteínas integrales de membrana (Ohta, Mizuno et 
al. 2011), aparecen inducidos en las células deficientes en SIGMAR1 (Anexos 
Tabla VIII).
 Por otra parte, mediadores de procesos como la exportación de ve-
sículas cargo del ER y la biosíntesis de lípidos por factores SREBFs (Sección 
7.3.2.3) que aparecen inducidos, son también mecanismos comúnmnte acti-
vados durante la respuesta a estrés de ER.
7.3.2.5 Sistemas celulares de degradación de proteínas 
 El perfil de las células deficientes en SIGMAR1 sugiere una potenciación 
de la activación de los sistemas de degradación de proteínas (Anexos Tabla IX), 
aparejada a un defecto en la disposición de cargos de la vía autogafo-lisosomal 
(Sección 7.3.2.2).
 Las células deficientes en SIGMAR1 muestran una sobre-regulación 
transcripcional del receptor de cargos ubiquitinados y sustrato de autofagia 
SQSTM1 (Sección 7.3.1 Figura 7.3.1 D) que podría reflejar una activación de 








diente de la UPR (Sección 7.3.2.3). Además, la transcripómica diferencial evi-
denció una inducción de los mRNA de factores necesarios para la formación 
de autofagosomas ATG4A, ATG16L2, PIK3C3, y de factores necesarios para 
la fusión de autofagosomas y lisosomas como la proteína SNARE (del inglés 
soluble NSF-attachment protein receptor) STX17, el factor VPS39 del complejo 
HOPS (del inglés homotypic fusion and protein sorting), la proteína tipo quine-
sina SNX23 (KIF16B) y FYCO1, el efector de Rab7 que permite el transporte 
por mediado por quinesina 1 de vesículas cubiertas de LC3B (MAP1LC3B) 
(Pankiv, Alemu et al. 2010; Diao, Liu et al. 2015)(revisado en (Lystad y Simon-
sen 2016))(Mauvezin, Neisch et al. 2016) (Anexos Tabla IX). La existencia de 
defectos en el flujo autofágico en las células Huh-7 deficientes en SIGMAR se 
verificó experimentalmente en estudios preliminares sobre los fenotipos de es-
tas células (Sección 7.3.3 Figura 7.3.5 A y B).
 Por otra parte, los datos de la transcriptómica diferencial apuntan a la 
inducción transcripcional de los pocesos proteólisis dependiente de ups, ubiq-
uitinación de k48 y actividad transcripcional de xpb1, incluyendo varios mediad-
ores de la UPS y componentes de la ERAD (EDEM1, 2 y 3, YOD1, NEDD4), lo 
cual pudiera reflejar una regulación pro-homeostática frente a la acumulación 
de cargos no degradados (Anexos Tabla VIII). 
7.3.4.6 Ciclo celular
 El ciclo celular aparece estadísticamente sobre-representado en los 
cambios tanto de la transcriptómica como de la proteómica diferencial de las 
células deficientes en SIGMAR1 (Sección 7.3.1). El transcriptoma diferencial 
de céluas shS1R2 es compatible con una condición de arresto celular, con un 
déficit de varios mediadores y efectores centrales de la división celular con re-
specto a las células control y una regulación diferencial (a nivel de mRNA) de 
las vías de TP53 y la vía de Wnt/CTNNB1, dos vías centrales de control de la 
proliferación celular (Anexos Tablas X y XI). Esta posibilidad está en acuerdo 
con el hecho de que las células deficientes en SIGMAR1 muestran una capa-
cidad proliferativa levemente reducida en las células shS1R2 y muy disminuida 
en las células shS1R3, coincidiendo con la magnitud de la reducción de los 
niveles SIGMAR1 y su cinética de desaparición (datos no mostrados). 
 Los niveles de proteína CTNNB1, el coactivador transcripcional de la 
vía canónica Wnt/CTNNB1, se encuentran incrementados (2x) en las células 
deficientes en SIGMAR1 sin mostrar cambios en los niveles de mRNA, lo que 








los niveles incrementados de CTNNB1, los niveles de mRNA de los algunos de 
sus genes diana (MYCN, CCND1, JAG1) (Anexos Tabla XII) están reprimidos 
en las células deficientes en SIGMAR1 respecto a las células control, indicando 
un defecto en la actividad transcripcional de la vía. 
 Por el contrario, y en acuerdo con los roles antagonistas y la regu-
lación cruzada de la vía de CTNNB1 y TP53 (Damalas, Ben-Ze’ev et al. 1999), 
los transcritos de mRNA de TP53 y algunos de sus genes diana (TP53INP2, 
TP53BP1, TP53BP2, TP53TG1) (Anexos Tabla XII) y los transcritos de sus 
RNA no codificantes diana, el micro-RNA miR-134 (Tarasov, Jung et al. 2007) 
y el RNA largo no codificante NEAT1 (Blume, Hotz-Wagenblatt et al. 2015) se 
ecuentran en mayores niveles en las células deficientes en SIGMAR1. 
 En conjunto, el perfil transcriptómico de las células deficientes en SIG-
MAR1 muestran una activación de parte del programa transcripcional del su-
presor tumoral TP53 y una supresión de la señalización de la vía pro-oncogé-
nica Wnt/CTNNB1. La regulación diferencial de las vías opuestas CTNNB1 y 
TP53 en las células deficientes en SIGMAR1 conducen a una menor actividad 
transcripcional de los genes esenciales para la entrada en la fase S del ciclo 
celular como CCND1 y factores de transcripción E2F1 y MYCN (Anexos Tabla 
XII), lo cual podría conllevar un arresto celular en la transición G1/S (Joyce, 
Bouzahzah et al. 1999; Liu, Zhang et al. 2014) y podría contribuir al fenotipo 
de arresto celular observado en células silenciadas que presentan niveles muy 
limitantes de  SIGMAR1 (shS1R3).
7.3.2.7 Enfermedades neurodegenerativas 
 La pérdida de función de SIGMAR1 se ha asociado a varias enfer-
medades neurodegenerativas: esclerosis lateral amiloide (ALS) (revisado en 
(Prause, Goswami et al. 2013; Mavlyutov, Guo et al. 2015), enfermedad del lób-
ulo fronto-temporal (FTLD)/ enfermedad de la motoneurona (MND) (Luty, Kwok 
et al. 2010), enfermedad de Alzheimer (AD) (Mishina, Ohyama et al. 2008; 
Huang, Zheng et al. 2011), enfermedad de Parkinson (PD) (Mishina, Ishiwata 
et al. 2005) y enfermedad de Huntington (HD) (Miki, Tanji et al. 2015)(revisado 
en (Tsai, Pokrass et al. 2014), (Miki, Mori et al. 2014) y (Nguyen, Lucke-Wold et 
al. 2015)).
 Se ha propuesto que en las enfermedades neurodegenerativas las 
células neuronales sufren apoptosis inducida por estrés de ER, debido a la 
acumulación de proteínas mal plegadas en el ER que colapsan la respuesta 








a la apoptosis en condiciones de estrés celular que se ha evidenciado in vi-
tro (Wang, Eldred et al. 2012; Wang, Saul et al. 2016; Wang y Duncan 2006; 
Hayashi y Su 2007; Meunier y Hayashi 2010) y el efecto de su déficit en las 
enfermedades neurodegenerativas parecen reflejar una función de SIGMAR1 
en el alivio de la carga del ER. 
 Es interesante que entre las proteínas diferencialmente expresadas en 
la proteómica de células deficientes en SIGMAR1 aparecen sobre-representa-
das algunas enfermedades neurodegenerativas con las que SIGMAR1 se ha 
asociado (AD, HT, PD) (Sección 7.3.1).
 Para ampliar esta observación y obtener nuevas nociones sobre la posi-
ble regulación o interacción funcional de SIGMAR1 con otras proteínas asocia-
das a las enfermedades neurodegenerativas con las que ésta se ha relacionado 
(AD, ALS, PD, MND, FTLD y HD), confrontamos las proteínas diferencialmente 
expresadas en la proteómica de las células deficientes en SIGMAR1 (Sección 
7.3.1) con todas las anotaciones para estas enfermedades, depositadas en 
la base de datos de enfermedades humanas DisGeNET (www.disgenet.org), 
empleando la herramienta en línea Venny v 2.1.0 (bioinfogp.cnb.csic.es/tools/
venny/) (Anexos Tabla XI).
 Entre las 208 proteínas reguladas diferencialmente 62 (30 %) están 
asociadas genéticamente con las enfermedades neurodegenerativas AD, ALS, 
PD, MND, FTLD o HD. En particular, es relevante que entre estas proteínas 
reguladas por los niveles de SIGMAR1 se encuentran 2 proteínas, CAT y 
SQSTM1, que son frecuentemente asociadas a las cuatro enfermedades neu-
rodegenerativas, dos proteínas IGF2R y GSTO1, asociada en común a AD, 
ALS y PD,  9 proteínas que son frecuentemente asociadas a ambas AD y PD 
(A2M, IGF2R, MAOB, SQSTM1, CTSD, UCHL1, GSTO1, CAT, FARP1), y 2 
proteínas,  UCHL1 y MAOB, asociadas comúnmente a PD y HD (anotaciones 
de DisGeNET).
  La regulación por SIGMAR1 de los niveles de las proteínas mediadoras 
de la vía autofago-lisosomal (IGF2R, SQSTM1, CAT), apoya la noción de la 
probable implicación de SIGMAR1 en la degradación de agregados de proteí-
nas que es deficitario en estas enfermedades (Nixon 2013; Vollrath, Sechi et al. 
2014; Ciechanover y Kwon 2015; Miki, Tanji et al. 2015). Además, la regulación 
de las proteínas de la reorganización del citoesqueleto (GSTO1 y PFN1), sugie-
ren un posible mecanismo de SIGMAR1 a este nivel (revisado en (Cairns, Lee 








 Finalmente, deficiencias en las vías de señalización de las Rho y Arf 
GTPasas como las descritas para células deficientes en SIGMAR1 en la sec-
ción 7.3.3.1 de esta tesis doctoral, se han asociado directamente con procesos 
de neurodegeneración (Sección 7.3.2.1)(Anexos Ficha D).
7.3.3 Estudios preliminares sobre los fenotipos de las células Huh-7 defi-
cientes en SIGMAR1
 Para verificar independientemente el estado del flujo autofágico en es-
tas células, se realizó una evaluación de la acumulación del marcador de au-
tofagosomas LC3B (MAP1LC3B) conjudada a fosfatidiletanolamina (LC3B-II) 
en células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2) y células control (shCTRL1) en 
condiciones basales, así como la conversión a la forma no lipidada (LC3B-I) a 
la forma lipidada LC3B-II como resultado de la inducción de autofagia con el 
inductor de estrés tapsigargina, y el flujo autofágico, evaluado como el cambio 
del ratio LC3B-II/ LC3B-I en presencia o ausencia del inhibidor de degradación 
lisosomal hidroxicloroquina. Este ensayo mostró una mayor acumulación de 
la forma LC3B-II, marcador de autofagosomas, tanto en condiciones basales 
como tras la inducción de la autofagia en las células deficientes en SIGMAR1 
respecto a las células control (Figura 7.3.5 A), lo que sugiere un defecto en 
la disposición de cargos ubiquitinados, que está en acuerdo con los niveles 
también incrementados en estas células del receptor de cargos ubiquitinados 
SQSTM1 (Sección 7.3.1 Figura 7.3.1 D).  Estos resultados apuntan a una dis-
minución del flujo de la ruta autofago-lisosomal (revisado en (Klionsky, Abdel-
mohsen et al. 2016)) en las células deficientes en SIGMAR1. También con el 
objetivo de verificar esta hipótesis, se observó el número, tamaño y distribu-
ción de compartimentos lisosomales en células mediante microscopia confocal, 
empleando la sonda fluorescente Lysotracker para teñir dichos compartimentos 
en células deficientes en SIGMAR1 (shS1R2 y shS1R3) y células control (shC-
TRL1). En la figura 7.3.5 C y D se puede observar que el patrón de distribución 
de la señal de Lysotracker (en rojo) presenta una notable alteración en células 
shS1R3, donde se producen acúmulos de señal citoplásmica de mayor tamaño 
e intensidad que en las células control shCTRL1 (Figura 7.3.5 C y D, en rojo). 
Estos datos, aunque preliminares, sostienen la hipótesis planteada en base a 
los datos anteriores de que el transporte autofago-lisosomal podría estar al-
terado en las células deficientes en SIGMAR1. 
 Por otro lado, con el objetivo de contrasatar la hipótesis planteada en la 
Sección 7.3.2.1 sobre posibles alteraciones en la organización del citoesquele-








de la actina polimerizada mediante la tinción con faloidina conjugada al grupo 
fluorescente Alexa-488 (en verde). La figura 7.3.5 C y D muestra micrografías 
representativas de células shCTRL1 y shS1R3 donde se aprecia, en acuerdo 
con la hipótesis derivada de las observaciones de la Sección 7.3.2.1, que las 
células deficientes en SIGMAR1presentan un patrón de distribución de fibras 
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Figura 7.3.5 Ensayos preliminares de fenotipos de las células deficientes en SIG-
MAR1. Evaluación del flujo autofágico mediante inducción/inhibición farmacológica de la 
formación/degradación de autofagosomas A) Western Blot frente LC3B (MAP1LC3B) y 
β-actina (ACTB) y B) representación de los valores relativos a la condición basal de los 
ratios de la señal normalizada de la forma deLC3B lipidada respecto a la no lipidada (LC3II/
LC3BI) en condiciones basales, de inducción de autofagia (tapsigargina 10 µM) y/o bloqueo 
de la degradación lisosomal (25 µM hidroxicloroquina) en células deficientes en SIGMAR1 
shS1R2 y células control shCTLR1 de un experimento representativo. Las flechas en el 
panel A indican la forma no lipidada LC3B-I (superior) y la forma lipidada (LC3B-II). tg: tapsi-
gargina; HQC: hidroxicloroquina. C) Imagen de microscopía confocal células deficientes en 
SIGMAR1 shS1R2 y células control shCTRL1 mostrando actina polimerizada marcada con 
la sonda fluorescente faloidina-Alexa 488 (verde) y D) compartimentos ácidos marcados con 








7.4 Estudio de interacciones físicas de SIGMAR1 con complejos 
proteícos celulares
 La composición de los complejos proteícos celulares que contienen SIG-
MAR1 no ha sido estudiado sistemáticamente en células humanas, y aunque 
se han descrito algunas potenciales parejas de interacción (HSPA5) o “clientes” 
(ANK2, IP3R), estos no han permitido explicar todas las funciones fisiológicas 
mediadas por SIGMAR1. El conocimiento de las interacciones que SIGMAR1 
establece en la célula podría ayudar en la comprensión de los mecanismos 
moleculares por los que esta proteína celular media las funciones que se le han 
atribuido y las descritas en Secciones 7.1, 7.2 y 7.3.
7.4.1 Proteómica de complejos que contienen la proteína de fusión SIG-
MAR1-TAP en células Huh-7
 Como aproximación al estudio de las proteínas interactuantes de SIG-
MAR1 se realizó un análisis cuantitativo de la composición proteómica de com-
plejos moleculares de SIGMAR1 parcialmente purificados. Para ello, se gener-
aron mediante transducción con construcciones lentivirales líneas de células 
Huh-7 con expresión estable de la proteína de fusión SIGMAR1-TAP (con la 
secuencia TAP fusionada al extremo C-terminal de SIGMAR1) y líneas control 
con expresión estable de la proteína de fusión irrelevante APOE-TAP o sólo la 
secuencia TAP (Sección 6.14). Lisados totales de estas tres líneas celulares se 
sometieron a un proceso de purificación mediante cromatografía de afinidad 
a estreptavidina (Sección 6.32). La calidad de las purificaciones se monitorizó 
mediante electroforesis de proteínas con tinción con Ag de las eluciones finales 
(Sección 6.6) (Figura 7.4.1 A). 
 En la figura 7.4.1 A se muestran los resultados de una purificación rep-
resentativa donde se aprecian las bandas correspondientes al tamaño de las 
proteínas de fusión y patrones de bandas distintivos correspondientes a pro-
teínas endógenas específicamente asociadas a cada construcción: TAP, SIG-
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Figura 7.4.1: Composición de complejos purificados de SIGMAR1-TAP y de los con-
troles de especificidad APOE-TAP y TAP. SDS-PAGE. A) Tinción de plata del gel de SDS-
PAGE de los eluídos (elución 1) de la purificación por cromatografía de afinidad a estrep-
tavidina de SIGMAR1-TAP y los controles de especificidad APOE-TAP y TAP. Las flechas 
señalan la banda de migración electroforética de las proteínas de fusión.  B) Western blot 
frente a DHCR24 de los eluídos (elución 1) de la purificación por cromatografía de afinidad a 
estreptavidina de SIGMAR1-TAP y el control TAP. Las flechas señalan la banda de migración 
electroforética DHCR24 y la banda de SIGMAR1-TAP que es reconocida mediante la unión 
del anticuerpo secundario a la proteína G de la construcción TAP.
 La composición proteómica de cada uno de estos estos complejos en 
tres purificaciónes independientes se analizó mediante LC-MS-MS (Sección 
6.33). Los péptidos inferidos de las tres réplicas biológicas de cada condición 
se analizaron con una metodología de cuantificación libre de marca (label-free) 
que permite la comparación de la abuncancia relativa entre las muestras. En 
este análisis las diferencias de cada proteína identificada en las muestras de pu-
rificados respecto al control TAP se cuantificaron como tasa de enriquecimiento 
(FC, del inglés fold change) y la significación estadística de estas diferencias se 
determinó como FDR (del inglés, false discovery rate) (Sección 6.33). 
 Tomando como valor de corte para la significancia de las diferencias 
entre muestras de q<0,05 se obtuvo un listado de 62 interactuantes candidatos 
(Anexos Tabla XIII) (Figura 7.4.2). La presencia específica de una de las pro-
teínas candidatos identificadas (DHCR24), con un valor de q<0,01, se verificó 
adicionalmente mediante Western blot (Figura 7.4.1 B).
 La figura 7.4.2 muestra la composición en componentes subcelulares 
de las proteínas enriquecidas en los purificados de SIGMAR1-TAP. Destaca la 








(Poston, Duong et al. 2011)(Zhang, Williamson et al. 2011)(Poston, Krishnan et 

































































Figura 7.4.2: Composición de los complejos de SIGMAR1-TAP. Diagrama representativo 
de las proteínas identificadas específicamente en complejos SIGMAR1-TAP clasificadas de 
acuerdo a su localización subcelular: en amarillo, ER; en verde, membrana plasmática y en 
blanco citosol. Dentro del compartimento ER, se especifican subcompartimentos de esta 
estructura. En azul ERGIC: compartimento intermediario ER-Golgi; en rosa MAM: membra-
nas del ER asociadas a mitocondrias; en verde claro ERES: sitios de salida del ER; en rojo 








 Estos resultados indican que los purificados de SIGMAR1-TAP están 
enriquecidos en componentes de las MAM, y valida que la proteína de fusión 
se localiza de manera similar a la proteína SIGMAR1 endógena (Lewis, Tsai 
et al. 2016). Cabe destacar además, que entre las proteínas identificadas en 
los purificados de SIGMAR1-TAP se hallan la chaperona BiP/Grp78 (HSPA5), 
previamente descrita como pareja de interacción de SIGMAR1, y la enzima de 
la biosíntesis de colesterol, HMGCR, cliente potencial de complejos SIGMAR1-
INSIG1 (Hayashi, Hayashi et al. 2012), indicando que la aproximación experi-
mental seguida permite identificar interacciones potencialmente relevantes. 
 La lista de 62 interactuantes se sometió a pruebas de sobre-represent-
ación (ORA) de términos de GO de procesos biológicos, funciones moleculares, 
componentes celulares de la base de anotaciones GO-Slim/GO-Complete y de 
vías de señalización de las bases de anotaciones de PANTHER de manera simi-
lar a la descrita en Sección 6.31. 
 Este análisis reveló que la mayoría de las proteínas identificadas en 
los complejos asociados a SIGMAR1-TAP (53/62; 85.5%) son componentes 
integrales de membrana, con un enriquecimiento significativo (q<0,01) en pro-
teínas del ER y del compartimento intermediario ER-Golgi (ERGIC, del inglés 
ER-Golgi intermediate compartment) (anotaciones de GO) (Figura 7.4.2). El 
transporte y localización, y especialmente de proteínas, resultaron los pro-
cesos biológicos más sobre-representados entre los interactuantes específicos 
de SIGMAR1-TAP, seguidos de glicosilación de proteínas y metabolismo de glic-
erolípidos (Anexos Tabla XIII).
 Dentro de la categoría transporte/localización, se distinguen tres cat-
egorías de proteínas: una primera categoría que agrupa factores transporta-
dores de iones y biomoléculas de bajo peso molecular a través de membranas 
(transportadores), una segunda categoría que incluye factores de la maqui-
naria de translocación/ inserción de proteínas a través de la membrana del ER, 
(complejo translocon) y un tercer grupo implicado en el transporte vesicular 
de proteínas (transporte vesicular).
 Dentro del subgrupo de transportadores se encuentran proteínas for-
madoras de canales iónicos (Zn2+, SLC39A14; Na+/K+, ATP1A1; Ca2+, AT2A2; 
K+/Ca2+,TMEM109) y transportadores activos de biomoléculas de bajo peso 
molecular (tiamina, SLC19A2; glucosa SLC2A2; conjugados sulfatados de xe-
nobióticos y esteroides y acidos grasos cortos (n<5), SLC22A9). El hallazgo de 








ha descrito la capacidad de SIGMAR1 de modular la actividad de ciertos ca-
nales iónicos, incluyendo receptor de inositol-3 fosfato 3 (ITPR3) en neuronas, 
responsable  del tránsito de Ca2+ de ER hacia las mitocondrias a través de las 
MAM en situaciones de estrés (revisado en (Su, Su et al. 2016)). En este con-
texto, es interesante que los niveles de mRNA de ITPR1, 2 y 3 están aumenta-
dos en las células deficientes en SIGMAR1 (Sección 7.1), lo que podría reflejar 
un mecanismo compensatorio frente a una deficiencia de la función de éstos 
(n.d en proteómica). En este sentido, la presencia del canal de calcio ATP2A2 
entre los interactuantes de SIGMAR1, permite especular que SIGMAR1 podría 
tener también un papel en la modulación de la recuperación de Ca2+ al ER. Sin 
embargo, los niveles de mRNA de ATP2A2 no se encuentran alterados en las 
células deficientes en SIGMAR1 (Sección 7.1), si bien los niveles de proteína 
tienden a ser algo menores (-12%; p=0,021; q=0,112), aunque no significativo 
para el valor de corte impuesto de q<0,05. 
 Un hallazgo sorprendente en los complejos de SIGMAR1-TAP es la 
presencia de varios componentes del complejo translocón, una estructura 
esencial para la translocación de proteínas nacientes a través de la membrana 
del ER. Entre estos componentes se encuentran la proteína SSR3, necesaria 
para el reclutamiento al ER de péptidos nacientes asociados a complejos de 
traducción citosólicos a través de la SRP (del inglés signal recognition particle), 
SEC61A1, el componente estructural mayoritario del canal de traslocación, así 
como TRAM1, esencial para la translocación de los péptidos nacientes al lu-
men del ER (revisado en (Dudek, Pfeffer et al. 2015)). 
 En la categoría sobre-representada glicosilación de proteínas aparecen 
asimismo varias proteínas componentes del complejo OST (del inglés accharyl 
transferase complex), estrechamente relacionado física y funcionalmente con 
el translocón para la glicosilación co-traduccional de los polipéptidos que son 
translocados hacia el  lumen del ER (Chavan, Yan et al. 2005), con un papel 
esencial en el control de la calidad de proteínas en el ER (ERQC, del inglés ER 
quality control) (Anexos Tabla XIII). 
 También relacionadas con el complejo translocon, aparecen también en 
los complejos de SIGMAR1-TAP chaperonas del ER que asisten el proceso de 
plegamiento co-traduccional de proteínas y el ERQC (CANX, HSPA5, HSPA8 
DNAJC22, LMF2) (revisado en (Dudek, Pfeffer et al. 2015)). 
 Muchos de los componentes del translocón y factores del ERQC iden-








permite la traslocación del lumen del ER al citosol de proteínas terminalmente 
mal plegadas cuyo destino es la degradación proteosomal asociada a ER 
(ERAD, del inglés ER-associated degradation) (Kadowaki, Nagai et al. 2015). 
La presencia de SIGMAR1 en complejos que participan en la ERAD estaría en 
acuerdo con algunas de sus funciones atribuídas, en particular la modulación 
de la vida media de IRE1 (ERN1) durante la inducción de estrés ER (Mori, 
Hayashi et al. 2013) y proteínas implicadas en el metabolismo de esteroles 
(Hayashi, Hayashi et al. 2012). Esta noción es reforzada también por la pres-
encia de ubiquitina (UBC) en los complejos purificados. 
 La posible participación de SIGMAR1 en estos complejos macromo-
leculares implicados en la biosíntesis de proteínas de membrana y su control 
de calidad post-traduccional permite especular que SIGMAR1 podría cooperar 
en la regulación del destino de proteínas que son sintetizadas en el ER (re-
visado en (Anelli y Sitia 2008))(Kakoi, Yorimitsu et al. 2013)(Le Fourn, Park et 
al. 2013).
 Finalmente, dentro de la categoría transporte/localización, destaca la 
presencia de componentes celulares implicados en el transporte vesicular 
de proteínas entre el ER, ERGIC y cis-Golgi. Dentro de esta categoría encon-
tramos factores implicados en el reciclaje de proteínas del ER como RER1 
y KDELR1 (revisado en (Gomez-Navarro y Miller 2016) y (Cancino, Jung et 
al. 2013)), así como proteínas relacionadas con el sistema de transporte de 
vesículas COPII, como SURF4, YIPF4 y las proteínas REEP4 y REEP6, que 
se encuentran enriquecidas en zonas de salida de vesículas COPII, sitios de 
salida del ER (ERES, del inglés ER exit site), y se han postulado como factores 
determinantes de la capacidad de carga de este tipo de vesículas (Mitrovic, 
Ben-Tekaya et al. 2008)(revisado en (Gomez-Navarro y Miller 2016)). También 
aparece en estos complejos de SIGMAR1-TAP la proteína del ERGIC GOLT1B, 
potencialmente implicada en la fusión de las vesículas de transporte provenien-
tes del ER con la membrana del Golgi. 
 La figura 7.4.3 muestra algunas de las interacciones previamente de-
scritas entre las proteínas identificadas en los complejos purificados de SIG-
MA-TAP (Figura 7.4.3). 
 Cabe destacar que las interacciones físicas o el co-fraccionamiento de 
SURF4 con YIPF4, HSPA5, S100A9 y VKORC1 (Havugimana, Hart et al. 2012, 
Hein, Hubner et al. 2015) han sido reportadas previamente, lo que refuerza 








SIGMAR1 (Figura 7.4.3). En este sentido, es interesante que el ortólogo de 
levaduras de SURF4, ERV29, interactúa con las esterol-isomerasas, ERG25, 
ERG11, interactuantes de la C7-esterol isomerasa ERG2 (anotaciones de BI-
OGRID), la proteína evolutivamente más próxima a SIGMAR1 (Hanner, Moe-
bius et al. 1996), lo que refuerza la noción de que SIGMAR1 y SURF4 podrían 
pertenecer a un complejo fisiológica y evolutivamente relevante. Asimismo, 
ERV29 (el ortólogo en levadura de SURF4) interacciona con las proteínas de 
la familia de p24, ERP1, ERP5, ERV25 y EMP24 (anotaciones de BIOGRID), 
implicadas en el control de calidad de proteínas de exportación a Golgi (gli-
cosiladas o GPI) (revisado en (Strating y Martens 2009) y (Pastor-Cantizano, 
Montesinos et al. 2016)), con las subunidades GPI2 y GPI8 (anotaciones de 
BIOGRID) del complejo GPI transamidasa, responsable de la transferencia de 
anclaje GPI a proteínas recién sintetizadas en el lumen del ER (revisado en 
(Pastor-Cantizano, Montesinos et al. 2016) y (Kinoshita, Maeda et al. 2013)), 
con la ARF ATPasa que media la formación de vesículas COPII, SAR1A (Aridor, 
Fish et al. 2001) y otros factores asociados con las vesículas COPII (GOT1, 
EMP47) (anotaciones de BIOGRID), así como con componentes del traslo-
con (SEC61, SSH1) (Chavan, Yan et al. 2005)(Tarassov, Messier et al. 2008) 
(anotaciones de BIOGRID), por lo que se puede especular que complejos que 
contienen SIGMAR1 podrían están asociados a áreas del ER de producción 
de proteínas que han de ser exportadas a Golgi. ERV29 ambién interactúa con 
ARF1 (Tarassov, Messier et al. 2008), la ARF GTPasa que media el transporte 
retrógrado de vesículas COPI de Golgi a ER (revisado en (Cherfils 2014)) y con 
el componente de vesículas COPI, RET2, que refleja el papel de las vesículas 
COPI en la recuperación de los mediadores del transporte de COPII (Zhao, 
Claude et al. 2006).
 El transporte vesicular entre ER y Golgi está mediado por microtúbulos 
(revisado en (Gurel, Hatch et al. 2014)). Así, resulta interesante el hallazgo en 
estos complejos de las tubulinas (TUBB y TUBB4B) y de proteínas adaptado-
ras que median el acoplamiento de las vesículas COPII con estas estructu-
ras, como la proteína CHP1 y la proteína ZFYVE27 (anotaciones Uniprot). En 
particular, se ha descrito que ZFYVE27 es capaz de unir proteínas REEP4/6 
y SURF4, enlazando estas estructuras con con elementos motores del ci-
toesqueleto como la kinesina 1 (KIF5A, KIF5B) (Matsuzaki, Shirane et al. 2011) 
(Figura 7.4.3).
 También presentes en los  complejos purificados de SIGMAR1-TAP se 








participan junto a la familia de proteínas Rtn (del inglés reticulon) en la model-
ación de la arquitectura tubular del ER (Urade, Yamamoto et al. 2014; Yamamo-
to; Yoshida et al. 2014). Cabe destacar que el ortólogo de levadura de TMEM33 
(POM33) interacciona también con los de los interactuantes de SIGMAR1-TAP, 
REEP6 (YOP1) y SURF4 (ERV29), así como con otros componentes de la for-
mación de vesículas COPII en levaduras, YIP3, GOT1 y SEC12 y con el factor 













































Figura 7.4.3: Interacciones físicas previamente descritas entre las proteínas identi-
ficadas en los complejos de SIGMAR1-TAP (Anotaciones de BIOGRID y STRING). Dia-
grama representativo de las interacciones previamente descritas entre las proteínas identi-
ficadas específicamente en complejos SIGMAR1-TAP o sus ortólogos en ratón y levadura. 
En menor opacidad se representan algunos interactuantes clave de estas proteínas que no 
fueron identificados en este trabajo. SIGMAR1 se representa en color violeta.
 También en la co-purificación con SIGMAR1-TAP aparecen los com-
ponentes de la calprotectina (S100A8 y S100A9). Estas proteínas forman un 








su implicación a nivel molecular en la polimerización de microtúbulos y su inter-
acción con SURF4 (Havugimana, Hart et al. 2012) (Figura 7.4.3).
 Finalmente, y dados los resultados descritos en Sección 7.3.2.6, donde 
se observa una sobre-representación de genes de la vía de TP53, regulados 
tras el silenciamiento de SIGMAR1, cabe destacar el hallazgo en los comple-
jos SIGMAR1-TAP de la proteína BRI3BP, pareja de interacción que estabiliza 
TP53, y de la proteína TMEM109 (Transmembrane protein 109), que interac-
ciona con TP53 y participa en la respuesta a daño de DNA mediada por éste 
(Yamazaki, Sasaki et al. 2010).
 Con el objetivo de conocer mejor la relación de SIGMAR1 con sus po-
tenciales parejas de interacción identificadas en este estudio (Anexos Tabla 
XIII), examinamos los cambios de abundancia de éstas en células Huh-7 defici-
entes en SIGMAR1 (shS1R2) con respecto a células control (shCTRL1) en los 
datos de proteómica diferencial (Sección 7.3.2), así como los cambios de los 
niveles de expresión de sus mRNA verificados en la transciptómica diferencial 
(Sección 7.3.1). 
 De las 62 proteínas específicamente asociadas a SIGMAR1-TAP 
(q<0,05), sólo 14 fueron identificadas en la proteómica de extractos totales, lo 
que indica que éstas están enriquecidas en los purificados de SIGMAR1-TAP 
y no son necesariamente componentes mayoritarios de las células Huh-7. De 
éstas, las proteínas REEP6, CHP1, ATP1A1, ATP2A2 y FADS2 se encuen-
tran sub-reguladas post-transcripcionalmente en las células deficientes en 
SIGMAR1 (p<0,05 proteómica; q>0.5 en transcriptómica), mientras HACD3 se 
encientra sobre-regulada post-transcripcionalmente (p<0,05 proteómica; 
q>0.5 en transcriptómica). Estos datos sugieren una regulación diferencial de 
la acumulación postraduccional de proteínas en las células deficientes en SIG-
MAR1. Además, entre los interactuantes de SIGMAR1-TAP, los transcritos de 
DHCR7 ,CD63, FADS1, FADS2, HSPA5 y GOLT1B, se encuentran inducidos 
a nivel de mRNA (q<0.0001), sin que se observe un incremento concomitante 
a nivel de proteína (p>0.5; cuantificadas con al menos 3 péptidos). En el caso 
de FADS2, ésta aparece en menores niveles de proteína a pesar de esta induc-
ción a nivel de mRNA. Por el contrario, HSPA8, CANX  y TUBB se encontraron 
reprimidas a nivel de mRNA sin cambios a nivel de proteína. Esta discrepancia 
entre transcriptómica y proteómica, podría implicar que estas proteínas podrían 
estar reguladas post-transcripcionalmente, aunque este extremo debe ser 
confirmado, ya que no se puede descartar  que obedezca a la menor sensi-








CHP1, FADS2, ATP1A1, ATP2A2 y potencialmente CD63, FADS1, DHCR7, 
SCD y GOLT1B del complejo SIGMAR1-TAP que podrían ser sub-reguladas 
post-transcripcionalmente por SIGMAR1. Estos datos sugieren que algunas 
proteínas asociadas o vecinas de SIGMAR1 podrían depender de SIGMAR1 
para su localización y estabilización. En todo caso, esta circunstancia no apli-
ca a todas las proteínas asociadas a SIGMAR1-TAP, ya que HACD3 parece 
por el contrario estar estabilizada (p=0,025) en las células deficientes en SIG-
MAR1. Además, los transcritos de otras proteínas de estos complejos se en-
contraron inducidos (q<0,05) en la transcriptómica pero no fueron detectados 
en la proteómica (o fueron cuantificados con menos de 3 péptidos):  YIPF5, 
SNX13, SNX14, TRAM1, SLC22A9, CYBA, SSR3; mientras otros como RER1, 
SLC19A2, TUBB4B reprimidos, lo que sugiere la función de estos componen-
tes podría estar comprometida por la reducción de los niveles de SIGMAR1 en 
estos complejos.
 Es interesante, además, que otras proteínas del ERES/ERGIC, relacio-
nadas física y funcionalmente con los interactuantes de SIGMAR1-TAP (Figura 
7.4.3, en opacidad reducida) como SEC22B, SEC24A, SEC24C, SEC24D y 
SEC31A se encuentran regulados a nivel de proteína y/o RNA en las células 
deficientes en SIGMAR1 (Sección 7.3.2.2) , lo que sugiere que la localización 
de SIGMAR1 en estas estructuras podría subyacer a su papel en la regulación 
de los niveles y presumiblemente en la función de estas proteínas clave en la 










 SIGMAR1 es una proteína celular residente en el ER, predominante-
mente en zonas de contacto entre ER y las mitocondrias (MAM) (Hayashi y Fu-
jimoto 2010), y cuyas funciones poco conocidas se han asociado a un papel en 
la homeostasis y la supervivencia celular frente a diversas situaciones de estrés 
(revisado en (Hayashi 2015)). Paradigmas de esta noción son la asociación de 
la pérdida de su función con una mayor incidencia o severidad del desarrollo 
de enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la esclerosis lateral amiotró-
fica (ALS), la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad del Parkinson (PD) 
(revisado en (Nguyen, Lucke-Wold et al. 2015)), mientras la sobre-expresión 
de sus niveles es patente en varios tipos de cáncer (Sun, Kawahara et al. 2014, 
Xu, Yi et al. 2014). Las funciones de SIGMAR1 implicadas en estas condiciones 
y en la respuesta al tratamientos con sus ligandos, así como los mecanismos 
moleculares de éstas son objeto de investigación por su interés en clínica para 
terapias analgésicas (revisado en (Davis 2015)), neurorestauradoras (revisado 
(Ruscher y Wieloch 2015)) y antitumorales (revisado en (van Waarde, Ryb-
czynska et al. 2015)). Recientemente nuestro grupo ha descrito por primera 
vez que SIGMAR1 funciona como un factor celular proviral en el inicio de la 
infección por el virus de la Hepatitis C (HCV), regulando un paso posterior a la 
entrada y conducente a la replicación viral, que es distinto de la traducción pri-
maria y que no altera la maquinaria de replicación viral persistente (Friesland, 
Mingorance et al. 2013). 
 En este trabajo hemos abordado el estudio de la función de SIGMAR1 
en la infección por HCV, empleando aproximaciones tanto mecanísticas como 
sistémicas. Por un lado, hemos estudiado el papel de SIGMAR1 en la regu-
lación de la respuesta innata antiviral frente a virus de RNA y en el destino de 
las proteínas virales en ausencia de replicación, siguiendo hipótesis de trabajo 
derivadas de nuestros estudios previos. Además, hemos realizado estudios 
no sesgados del perfil proteómico y transcriptómico diferencial de células de-
ficientes en SIGMAR1. Los datos de transcriptómica y proteómica diferencial 
de genes codificantes permitieron validar por dos técnicas independientes la 
regulación de una alta proporción de proteínas a ambos niveles, en las que la 
magnitud de la regulación del RNA correlacionó muy bien con los cambios a 
nivel de proteínas (Sección 7.3.1), lo que refuerza la validez de los resultados 
para la predicción de la regulación transcripcional o post-transcripcional de las 
proteínas identificadas en la proteómica. Además, el perfil de regulación dife-
rencial transcriptómico y proteómico encontrado en este trabajo en las células 
Huh-7 deficientes en SIGMAR1 mostró un notable solapamiento con los pro-






cientes en SIGMAR1, un microarreglo de RNA de cultivo primario de neuronas 
silenciadas mediante vectores adenovirales para la expresión de siRNA (small 
interfering RNA) (Tsai y Rothman 2012). La combinación de los resultados de 
estos dos trabajos validan la regulación por SIGMAR1 de procesos como la 
regulación del citoesqueleto, el metabolismo de lípidos y el transporte vesic-
ular. En cualquier caso, los datos de transcriptómica diferencial que no han 
sido validados por la proteómica se trataron cautelosamente y se consideraron 
como información complementaria en conjunto con los datos contrastados por 
ambas técnicas. Más adelante, la validez de estos datos deberá ser evaluada 
mediante técnicas alternativas. El perfil transcriptómico también produjo datos 
de RNA no codificantes regulados diferencialmente en células deficientes en 
SIGMAR1 que aún no han sido validados por otros métodos y, con pocas ex-
cepciones, no fueron considerados en este trabajo y deberán ser estudiados 
posteriormente. Por otra parte, hemos estudiado el mapa de interacciones me-
diante la caracterización proteómica de complejos que contienen la proteína 
de fusión SIGMAR1-TAP. Este sistema nos permitió identificar interacciones 
estadísticamente significativas de complejos potencialmente asociados a SIG-
MAR1, validados por la identificación específica de proteínas previamente de-
scritas como interactuantes de SIGMAR1 como GRP78 (HSPA5), así como 
proteínas enriquecidas en las MAM como las proteínas de la biosíntesis del 
fosfatidil-inositol (PI) (Sección 7.4.1). Los resultados de este estudio además 
revelaron la posible interacción o co-distribución de SIGMAR1 con proteínas 
de la salida del ER (ERES), y las membranas del compartimento intermediario 
ER-Golgi (ERGIC). Los resultados obtenidos por las diferentes aproximaciones 
experimentales se integraron a fin de tener en cuenta las nociones producidas 
por cada uno de ellas en la elaboración de un modelo e hipótesis de trabajo 
para futuros estudios sobre detalles del ciclo viral poco conocidos, y potencial-
mente susceptibles de tratamiento antiviral, de HCV y quizá otros virus de RNA 
similares y sobre las funciones fisiológicas de SIGMAR1 que subyacen a su 
papel en otras importantes enfermedades humanas.
8.1 SIGMAR1 regula  la respuesta innata antiviral mediada por los RLRs
 El papel proviral más transitorio de SIGMAR1 en células con la variante 
mutante defectiva de RIG-I, Huh-7.5.1, respecto a sus parentales Huh-7 sugirió 
un posible papel de SIGMAR1 en la regulación de la vía antiviral mediada por 
los RLRs (Friesland, Mingorance et al. 2013). Esta posibilidad era interesante 
además por la localización preferencial de SIGMAR1 en las MAM, que funcio-






al. 2011)(revisado en (Belgnaoui, Paz et al. 2011)). En este trabajo hemos abor-
dado el estudio del papel de SIGMAR1 en la regulación de la respuesta innata 
antiviral mediante el silenciamiento génico en distintas líneas celulares huma-
nas y hemos verificado un papel de SIGMAR1 en el control de la respuesta de 
inducción de genes estimulados por virus (VSGs) frente a estímulos virales de 
la vía de los RLRs. Además, mediante la disección en etapas de la vía hemos 
aprendido que los niveles de SIGMAR1 regulan la respuesta a estímulos de la 
vía de los RLRs a la altura de RIG-I y MAVS, pero no al final de la cascada, em-
pleando la variante constitutivamente activa de IRF3, IRF35D (Sección 7.1.5). 
Estos resultados sugieren que los niveles de SIGMAR1 regulan la vía a un nivel 
compatible con la formación de los “signalosomas” que median la transduc-
ción de la señal  entre MAVS, los mediadores ulteriores TRAF3, TRAF6, TBK1, 
NEMO (IKBKG) y los efectores IRF3 y NFkB (NFKB1). Alternativamente, la 
regulación por SIGMAR1 podría afectar selectivamente la activación de NFkB, 
o bien, la activación de factores de transcripción auxiliares de la vía, como AP1, 
EP300, CTNNB1, TP53, STAT1, STAT3, que son sensibles a diversas condicio-
nes  de estrés celular. Esta posibilidad no ha sido abordada sistemáticamente 
en este trabajo y deberá ser explorada más adelante. Los datos de proteómica 
y transcriptómica diferencial de las células deficientes en SIGMAR1, sugieren 
que la confluencia de más de uno de estos factores podría contribuir a la regu-
lación por SIGMAR1 de esta vía de la respuesta innata, pero la posible contri-
bución de cada uno de estos procesos en los aspectos cualitativos y cinéticos 
de la activación de la respuesta en las células deficientes en SIGMAR1 deberá 
ser validada experimentalmente en futuros experimentos.
 En este trabajo, y previamente (Vollrath, Sechi et al. 2014) (MacVicar, 
Mannack et al. 2015), se ha observado que las células deficientes en SIGMAR1 
presentan un defecto de la degradación autofago-lisosomal (Sección 7.3.2.5), 
lo cual se asocia con una respuesta antiviral exacerbada ante estímulos antivi-
rales (Tal, Sasai et al. 2009), presumiblemente a través del papel de la autofa-
gia en el aclaramiento de las plataformas de señalización y de las mediadores 
antivirales (revisado en (Tal y Iwasaki 2009)). Teniendo en cuenta las posi-
bles funciones de SIGMAR1 en el flujo autofágico (Vollrath, Sechi et al. 2014) 
(MacVicar, Mannack et al. 2015)(Sección 7.3.2.5) y las funciones reguladoras 
de la autofagia sobre la vía de los RLRs (Tal, Sasai et al. 2009), es razonable hi-
potetizar que las células deficientes en SIGMAR1 contengan un mayor número 
de plataformas de señalización a causa de la acumulación de mitocondrias no 
degradadas y pudieran mostrar un incremento en la velocidad de formación y/o 






MAVS en las membranas, el reclutamiento hacia el “signalosoma” y activación 
de mediadores como TRAF3/TRAF6 y TBK1 y la transducción de la señal hacia 
IRF3 o NFkB estarían potenciados en estas condiciones (revisado en (Tal y 
Iwasaki 2009)), facilitándose así la a formación de complejos “enhanceosomas” 
para la regulación de promotores de genes antivirales. Mecanísticamente, SIG-
MAR1 parece tener un papel en el mantenimiento de la estructura y función de 
las MAM (Watanabe, Ilieva et al. 2016), cuya integridad física y funcional es 
necesaria para la biogénesis de los autofagosomas al menos en algunos tipos 
de autofagia (Hamasaki, Furuta et al. 2013) y la maduración de la vía autofago-
lisosomal mediante la relocalización específica de ATG14 y STX17 (Diao, Liu 
et al. 2015, Liu, Zhi et al. 2015). Además, los resultados de este trabajo sugie-
ren un papel de SIGMAR1 en la salida de vesículas del ER (Sección 8.3). Es 
razonable, por lo tanto, especular que la función de SIGMAR1 en las MAM po-
dría mediar la correcta composición de las membranas de los autofagosomas, 
modulando así la velocidad del flujo autofágico. De esta manera, las células 
deficientes en SIGMAR1, con un flujo autofágico reducido, tardarían más en 
disponer de las plataformas de membranas relacionadas con la señalización 
antiviral (Tal, Sasai et al. 2009, Muppirala, Gupta et al. 2011, van Zuylen, Doyon 
et al. 2012). Por otro lado, las MAM son sitios claves en la biosíntesis de fosfa-
tidilinositol (PI), el precursor de los fosfoinosítidos (PIs), fosfolípidos señal cuya 
distribución en las vesículas autofágicas regula la maduración de la vía autofa-
go-lisosomal (Cullen y Carlton 2012).  En este sentido, es interesante que los 
resultados de la proteómica y transcriptómica de las células deficientes en SIG-
MAR1 apuntan a una regulación diferencial en el metabolismo o disposición de 
PIs (Sección 7.3.4.3) y que varias proteínas de la biosíntesis del PI (AGPAT2, 
GPAT4, CDS1, CDS2) aparecen entre los componentes de los complejos mo-
leculares asociados a la proteína de fusión SIGMAR1-TAP (Sección 7.4). Tam-
bién en la proteómica de complejos de la proteína de fusión SIGMAR1-TAP, se 
identificó la proteína SURF4 (Sección 7.4), pareja de interacción de la STING 
(TMEM173) (Li, Wang et al. 2011), proteína moduladora antiviral residente en 
las MAM (revisado en (Vance 2014)) que modula la activación y translocación 
nuclear de IRF3 (revisado en (Maringer y Fernandez-Sesma 2014)). Este hal-
lazgo refuerza la noción sobre la proximidad de SIGMAR1 y las plataformas de 
señalización antiviral, y el hecho de que la afectación de estructuras que con-
tienen SIGMAR1 podría afectar la estructura y función de estas plataformas. 
Se ha descrito que la salida de STING (TMEM173) del ER es limitante para su 
actividad en la potenciación de la respuesta antiviral (Dobbs, Burnaevskiy et al. 
2015). Así, el papel de SIGMAR1 en la regulación del transporte de vesículas 






así el destino de membranas derivadas de las MAM que conforman los “sig-
nalosomas” antivirales. En acuerdo con esto, la transcriptómica y la proteómica 
diferencial de las células deficientes en SIGMAR1 sugieren una afectación de 
la morfología y función de las mitocondrias. Por ejemplo, varios mediadores de 
la mitofagia, incluyendo ARF1, AFMR, MFN1 y PGAM5, PINK, y PARK2 apare-
cen diferencialmente regulados en las células deficientes en SIGMAR1 (Sec-
ción 7.3). Esta posible relación de SIGMAR1 con la regulación de la mitofagia 
está en acuerdo con los estudios previos que atribuyen a SIGMAR1 un papel 
protectivo sobre la función mitocondrial (Shioda, Ishikawa et al. 2012) (revisado 
en (Tsai, Hayashi et al. 2009) y (Fukunaga, Shinoda et al. 2015)).
 Es interesante que, recientemente se ha descrito que SIGMAR1 podría 
inhibir la actividad de ELMOD2 (Engulfment and cell motility domain 2), un GAP 
de Arf y Arl-GTPasas que se ha relacionado con una función activadora sobre 
la inducción de IFN-I y III frente a estímulo viral (Pulkkinen, Bruce et al. 2010), 
lo que sugiere que SIGMAR1 podría modular la actividad de las pequeñas GT-
Pasas y que esta función molecular podría subyacer a su papel regulador de la 
respuesta innata (Yang, Qu et al. 2011). 
 Alternativa o adicionalmente, la formación de los complejos “enhanceo-
somas” para la regulación de los promotores de genes antivirales pudiera estar 
potenciada en las células deficientes en SIGMAR1, ya que, de acuerdo a los 
resultados de proteómica y transcriptómica diferencial, éstas células podrían 
tener una regulación diferencial de programas transcripcionales relacionados 
con diversos tipos de estrés celular que funcionan como vías auxiliares para la 
potenciación de la respuesta antiviral (revisado en (Collins y Mossman 2014))
(Kim y Yoon 2016)(Youlyouz-Marfak, Gachard et al. 2007)(Yan, Wei et al. 2015). 
Así, la desregulación de la señalización de las Rho GTPasas (Sección 7.3.2.1)
(Anexos Tabla IV) el posible incremento de la actividad transcripcional de TP53, 
NFkB y AP-1 (ATF-2 y JUN) en las células deficientes en SIGMAR1 (Sección 
7.3)(Anexos Tabla XII)  pudiera primar la magnitud de la respuesta antiviral 
mediante la regulación de la cinética de formación del “enhanceosoma” de los 
VSGs (revisado en (Collins y Mossman 2014)).  Asimismo, los datos de pro-
teómica diferencial indican que CTNNB1 se encuentra en mayores niveles en 
las células deficientes en SIGMAR1 (Sección 7.3.1) y sin embargo su función 
de cofactor transcripcional sobre genes diana de la vía canónica Wnt/CTNNB1 
parece estar comprometida (Sección 7.3.2.6)(Anexos Tabla XII), La deficiencia 
de la vía Wnt/CTNNB1 o la incapacidad de CTNNB1 para su localización o sus 






contribuir a una respuesta antiviral incrementada de estas células frente a la 
infección con SeV, ya que la activación de este coactivador transcripcional pa-
rece tener un papel regulador sobre la respuesta antiviral mediada por IRF3 
y NF-kB (Zhu, Coyne et al. 2011, Baril, Es-Saad et al. 2013, Khan, Dô et al. 
2015, Marcato, Luron et al. 2016). Por su parte, la actividad incrementada de la 
vía de TP53 (Sección 7.3.2.6)(Anexos Tabla XII)(Sección 8.7), también podría 
suponer una potenciación de la respuesta antiviral (Takaoka, Hayakawa et al. 
2003, Rivas, Aaronson et al. 2010, Munoz-Fontela, Pazos et al. 2011). 
8.2 SIGMAR1 regula la replicación viral mediante la regulación del destino 
de las proteínas de HCV traducidas en el ER y probablemente limita la 
formación de las plataformas de replicación viral
 SIGMAR1 es un factor limitante en los inicios de la infección por HCV 
en las células Huh-7, pero no tras el establecimiento de la infección o en una 
infección persistente, y tiene un efecto más transitorio en células hiperpermisi-
vas Huh-7.5.1 (Friesland, Mingorance et al. 2013), que es independiente de su 
defecto en la respuesta antiviral (Sección 7.1.6).
 La restricción de la función de SIGMAR1 al inicio del ciclo replicativo 
viral, en un paso posterior a la entrada, diferente de la traducción primaria y 
anterior a la replicación viral per se, apunta a pasos poco estudiados del ciclo 
viral inmediatamente posteriores a la entrada, incluyendo el transporte de las 
proteínas y genoma virales hacia su localización correcta en el ER y pasos 
inmediatamente posteriores a la síntesis de la poliproteína viral que incluyen 
su correcta inserción, procesamiento y modificación co- y post-traduccional, 
conformación, estabilidad e interacciones con factores hospedadores para la 
formación de complejos de replicación funcionales. 
 Considerando el carácter limitante de la formación de los complejos de 
replicación viral para el establecimiento de la infección, en este trabajo quisi-
mos abordar el estudio del destino de la poliproteína viral tras su síntesis en las 
células deficientes en SIGMAR1, específicamente la estabilidad y localización 
de las proteínas no estructurales que constituyen los complejos de replicación 
viral, como mecanismo potencial de regulación por SIGMAR1 del inicio de la 
infección por HCV.
El estudio de la acumulación y distribución de proteínas virales de HCV en 
ausencia de replicación mediante sistemas de expresión de plásmidos pTM y 
pT7 (Romero-Brey, Merz et al. 2012) o virus vaccinia recombinante (Gómez, 






pero no la proteína estructural core se acumulan en menor grado (Sección 
7.2.2 Figura 7.2.2 A) y parecen distribuirse de manera diferente (Sección 7.2.2 
Figura 7.2.4 A) en las células deficientes en SIGMAR1 respecto a las células 
control. En conjunto, los datos sugieren que SIGMAR1 regula el destino de 
las proteínas virales en una etapa del ciclo conducente a la replicación viral, 
apuntando a un posible papel de SIGMAR1 en la correcta distribución y funcio-
nalidad de las proteínas formadoras de los complejos de replicación, que podría 
estar a la base de su papel como factor de permisividad. Teniendo en cuenta 
que la fase exponencial de la replicación depende de la formación de estructu-
ras especiales de membranas (redes membranosas) que aislan los complejos 
de replicación viral, es especulable que SIGMAR1 medie la distribución de las 
proteínas virales hacia determinados dominios o regula la deformación de las 
membranas para la formación de estas estructuras. Esta hipótesis deberá ser 
abordada más adelante mediante el estudio detallado del destino subcelular 
de las proteínas de HCV y de la formación de complejos de replicación en las 
células deficientes en SIGMAR1.
 Atendiendo al papel recientemente propuesto de SIGMAR1 en la au-
tofagia (Vollrath, Sechi et al. 2014, MacVicar, Mannack et al. 2015), y la rel-
evancia de algunos factores del inicio de la autofagia en el establecimiento 
de la infección viral, estudiamos la autofagia en las células Huh-7 deficien-
tes en SIGMAR1, midiendo los marcadores de autofagosomas SQSTM1 y la 
forma conjudada a fosfatidiletanolamina (PE) de LC3B (MAP1LC3B), LC3-II, 
en condiciones basales, bajo situaciones de estrés como el tratamiento con 
tapsigargina (Sección 7.3.3 Figura 7.3.5 A) o la sobre-expresión de proteína 
viral en el ER (datos no mostrados), así como la cinética de aclaramiento de 
cargos de autofagosomas o flujo autofágico, verificando que las células defi-
cientes en SIGMAR1 muestran niveles basales incrementados de cargos de 
autofagosomas y un flujo autofágico ralentizado respecto a las células control. 
Estos resultados están en acuerdo con los estudios que apuntan una autofagia 
defectiva en las células deficientes en SIGMAR1 (Vollrath, Sechi et al. 2014, 
MacVicar, Mannack et al. 2015). En adición al efecto de la deficiencia genética 
de factores de inducción de la autofagia, se ha descrito que la inhibición farma-
cológica de la degradación lisosomal mediante tratamiento con cloroquina (CQ) 
(Mizui, Yamashina et al. 2010)(Ke y Chen 2011) o bafilomicina A-1 (Ke y Chen 
2011) limita la iniciación de la replicación de HCV, aunque el mecanismo queda 
por establecer. Una posibilidad que unifica ambas observaciones es que la 
deficiencia en estos procesos afecte la biogénesis de las estructuras membra-






requieren para su formación de factores de la maquinaria de autofagia (Dreux, 
Gastaminza et al. 2009) y factores celulares de curvatura de membrana y de 
formación de vesículas cargo como ARF1, PI4KA, PLEKHA8, OSPB (Matto, 
Sklan et al. 2011, Khan, Katikaneni et al. 2014, Wang, Perry et al. 2014, Harak, 
Meyrath et al. 2016), afectando así estabilidad de las proteínas virales de los 
complejos de replicación. 
 Los estudios de transcriptómica y proteómica diferencial así como la 
proteómica de los complejos purificados de SIGMAR1 apuntan un papel de 
SIGMAR1 en la regulación de la exportación de vesículas del ER (Sección 8.3), 
que podrían implicar una función de SIGMAR1 en la biogénesis de los comple-
jos de replicación virales y estar en la base del requerimiento de SIGMAR1 
para el establecimiento de la infección. La dependencia de factores de las 
MAM (SIGMAR1) (Friesland, Mingorance et al. 2013) y ERGIC (ARF1, PI4KA, 
PIAKB) (Goueslain, Alsaleh et al. 2010, Farhat, Goueslain et al. 2013) para el 
inicio de la infección de HCV y la presencia de proteínas virales y ARN en es-
tas membranas, sugieren que las MWs podrían nutrirse de las membranas de 
estos compartimentos (Serafino, Valli et al. 2003, Neufeldt, Joyce et al. 2016), 
que también parecen colaborar en procesos como la autofagia (Tan, Cai et al. 
2013) (revisado en (Tooze y Yoshimori 2010)), la respuesta innata antiviral (van 
Zuylen, Doyon et al. 2012) y la biogénesis de LDs (Soni, Mardones et al. 2009). 
Una deficiencia en la localización de las proteínas virales en estas estructuras, 
o en el sistema de salida de membranas del ER (Sección 7.3)(Sección 8.3) 
podrían repercutir en la biogénesis de novo de los complejos de replicación vi-
rales. En favor de esta posibilidad, recientemente se ha reportado que el ajuste 
de los niveles de actividad de la PI4KA, quinasa específica de las membranas 
de ERES (Farhan, Weiss et al. 2008) y de las membranas de replicación de 
HCV (Vaillancourt, Pilote et al. 2009), es un factor esencial para la permisividad 
a la infección por este virus (Harak, Meyrath et al. 2016). En este sentido, es 
interesante el hallazgo en los complejos de SIGMA-TAP de ZFYVE27, una pro-
teína de acoplamiento de vesículas del ER a microtúbulos (Matsuzaki, Shirane 
et al. 2011) que además, interacciona con la chaperona FKBP8 que interac-
ciona con la proteína de la replicasa NS5A y regula la replicación de HCV (Oka-
moto, Nishimura et al. 2006), que refuerza la noción de que la proximidad entre 
los eventos de salida del ER y la formación de los complejos de replicación 
viral.  
 En este contexto, se puede especular que la menor acumulación de 






responder a un incremento de la degradación de éstas como resultado del fallo 
en su distribución hacia las estructuras de membranas adecuadas. En acu-
erdo con esto, varios procesos relacionados con el catabolismo de proteínas, 
incluyendo componentes de ERAD, el complejo gamma-secretasa y proteínas 
de ubiquitinación, resultaron regulados diferencialmente en las células defici-
entes en SIGMAR1 (Sección 7.3.2.5)(Anexos Tabla IX). Esta posibilidad está 
en acuerdo con el papel propuesto de mecanismos de degradación asociados 
al ER en condiciones de déficit de degradación autofágica (Kakoi, Yorimitsu et 
al. 2013, Le Fourn, Park et al. 2013, Wang, Yu et al. 2013). En línea con esto 
(Wang, Yu et al. 2013), también el estudio transcriptómico de neuronas de rata 
deficientes en SIGMAR1 reveló la inducción transcripcional de algunas subuni-
dades proteosomales (Tsai y Rothman 2012). Nuestros resultados preliminares 
sobre la contribución de las vías de degradación en la acumulación diferencial 
de proteínas virales no-estructurales en las células deficientes en SIGMAR1, 
indican que si existiera una degradación exacerbada de éstas sería mediada 
por la vía proteosomal y no por degradación lisosomal (datos no mostrados). 
Sin embargo, parece que la calidad más que la cantidad de las proteínas po-
dría estar afectada en las células deficientes en SIGMAR1. Las diferencias en 
acumulación que no pueden ser recuperadas por inhibición de la degradación 
proteosomal o lisosomal también pudieran ser resultado de una insolubilización 
de proteínas que no pueden ser degradadas. La tendencia a menores áreas y 
distinto patrón de distribución de las proteínas de la replicasa viral (Sección 7.2 
Figura 7.2.4) también sugiere la posibilidad de que  éstas formen agregados in-
tracelulares. La posibilidad de que las células deficientes SIGMAR1 conduzca 
a la respuesta de deposición de agregosomas a causa de una deficiencia de 
degradación de proteínas estaría en acuerdo con las observaciones de que la 
deficiencia de SIGMAR1 conducen a la formación de cuerpos de inclusión de 
proteínas insolubilizadas que forman de agregados de alto peso molecular (Ta-
gashira, Shinoda et al. 2014, Miki, Tanji et al. 2015, Wong, Hristova et al. 2016). 
La colocalización de SIGMAR1 con los agregados de la variante mutante de 
HTT (Miki, Tanji et al. 2015) y la interacción con RAC1 común a SIGMAR1 
(Tsai, Hayashi et al. 2009, Natsvlishvili, Goguadze et al. 2015) y la HTT nativa 
(Tourette, Li et al. 2014) junto a la estabilización post-transcripcional de algunos 
de los interactuantes y moduladores de HTT efectores de RAC1 (PFN1, EZR) 
y la regulación transcripcional de su interactuante y modulador, la enzima del 
metabolismo de PIs PIK3R1 (Kaltenbach, Romero et al. 2007, Tourette, Li et 
al. 2014) en células deficientes en SIGMAR1 (Sección 7.3)(Sección 8.3), sug-
ieren que el sugiere que SIGMAR1 podría interactuar funcionalmente con esta 






reguladores PFN1, EZR, PAK2, que modulan su actividad en el transporte de 
vesículas mediado por microtúbulos (Shao, Welch et al. 2008; Ma, Yang et al. 
2012; Tourette, Li et al. 2014) (Anexos Ficha D). En acuerdo con esta hipótesis 
las células deficientes en SIGMAR1 muestran una estabilización post-transcrip-
cional aberrante de PFN1 y, posiblemente de SQSTM1 y UCHL1, marcadores 
de agregados de cargos ubiquitinados no degradados, frecuentemente asocia-
dos a enfermedades neurodegenerativas (Smith, Vance et al. 2015; Tanaka y 
Hasegawa 2016) (Sección 8.5).
 El perfil transcriptómico y proteómico de las células deficientes en SIG-
MAR1 evidencia una regulación diferencial del transporte vesicular (Sección 
7.3.2b), incluyendo procesos centrales como la actividad de ARF1 y las Rho 
GTPasas (Sección 7.3.2.1)(Anexos Ficha A y B), la función de proteínas SNARE 
(SEC22B, NSF, USO1), proteínas de distribución de cargos (SNX13, SNX14), 
componentes del sistema de vesículas de salida del ER, COPII, (SAR1A y B, 
SEC24C), y de vesículas de reciclaje desde Golgi a ER y el transporte intra-
Golgi mediante el sistema COPI (ARF1) (Sección 7.3.2.2)(Anexos Ficha C). 
 La función de SIGMAR1 sobre la actividad de las Rho GTPasas se re-
fuerza en datos previos que indican que SIGMAR1 podría asociarse física-
mente con RAC1 en las MAM y la regular su actividad (Tsai, Hayashi et al. 
2009)(Tsai y Rothman 2012)(Natsvlishvili, Goguadze et al. 2015). Con respecto 
a la actividad de las ARF GTPasas, es interesante que, recientemente, se ha 
descrito que SIGMAR1 interacciona funcionalmente con ELMOD2, una proteí-
na de la familia de las ELMOD (del inglés engulfment and cell motility (ELMO)-
containing domain) relacionada con la familia ELMO de intercambiadores de 
nucleótidos de guanina (GEF, del inglés guanine nucleotide exchage factor) 
de RAC1 y ARF6, funciona como activadora de la actividad GTPasa (GAP, del 
inglés GTPase activating protein) sobre varias Arf y Arl (del inglés ARF-like) 
GTPasas, incluyendo ARF1 (Ivanova, East et al. 2014). Se ha descrito que 
SIGMAR1 interactúa con ELMOD2 inhibiendo su actividad GAP sobre ARF1 
(Ivanova, East et al. 2014). 
 En particular, la salida de vesículas COPII fue uno de los procesos bi-
ológicos diferencialmente regulados en las células deficientes en SIGMAR. 
El hecho de que los componentes de vesículas COPII (SEC24C, D, A, 31A, 
SAR1A y SAR1B) estén inducidos a nivel de mRNA, apoya la noción de una 
función de SIGMAR1 en la salida de vesículas COPII. La subregulación post-
transcripcional de SEC24C podría implicar que esta isoforma del heterotet-






podría subyacer a una función de SIGMAR1 en la regulación de la exportación 
de vesículas del ER, ya que, el acoplamiento de las distintas isoformas de la 
subunidad de selección de cargos SEC24 es responsable del reconocimiento y 
localización hacia las vesículas COPII de distintas proteínas cargo transmem-
brana (Mancias y Goldberg 2008). Por ejemplo, en levaduras, las proteínas 
transmembrana de gran volumen y los oligómeros como los canales iónicos, 
los GPCRs, son reconocidos por la isoforma de SEC24, SFB3 (revisado en 
(Gomez-Navarro y Miller 2016)). El ensamblaje de vesículas COPII adecuadas 
para distintos cargos, probablemente involucra la modificación post-traduccio-
nal de los componentes del complejo COPII (Saito y Katada 2015) y la aso-
ciación de las subunidades SEC24 a distintos SNAREs (Mancias y Goldberg 
2008), un proceso que depende del reconocimiento por los SNARE de regiones 
de membranas ricas en PIs (James, Khodthong et al. 2008) y de la regulación 
por la chaperona HSPA8 (Joglekar y Hay 2005) identificada en los complejos de 
SIGMAR1-TAP. La noción de que SIGMAR1 podría regular eventos a la salida 
del ER es reforzada por la identificación de proteínas relacionadas con la salida 
del ER y el transporte de vesículas de ERGIC en los complejos purificados de 
la proteína de fusión SIGMAR1-TAP (Sección 7.4.1). De manera significativa, 
la interacción con el receptor de cargo de COPII, SURF4, y otros componentes 
de los ERES y ERGIC como REEP4, REPP6, YIPF4, ALG3, CHP1, sugiere la 
localización de SIGMAR1 en sitios de formación de vesículas COPII (Sección 
7.4.1). Asimismo, la chaperona HSPA8, encontrada en los complejos purifica-
dos de la proteína de fusión SIGMAR1-TAP, regula y se asocia físicamente con 
mediadores de la fusión de las vesículas derivadas del ER con las membranas 
de Golgi (Joglekar y Hay 2005).  
 Teniendo en cuenta el papel de las vesículas COPII en la biogénesis de 
autofagosomas en condiciones de estrés (Ge, Zhang et al. 2014; Davis, Wang 
et al. 2016; Lemus, Ribas et al. 2016), esta función de SIGMAR1 podría explicar 
los defectos del flujo autofágico en células deficientes en SIGMAR1 (Vollrath, 
Sechi et al. 2014; MacVicar, Mannack et al. 2015) (Sección 7.3.3 Figura 7.3.5 
B). Además, un papel de SIGMAR1 en el tráfico vesicular entre el ER y Golgi 
estaría en acuerdo con las observaciones de que la deficiencia de SIGMAR1 
conlleva afectaciones de la estructura de Golgi (Vollrath, Sechi et al. 2014) 
(Prause, Goswami et al. 2013). Este fenotipo es común a la deficiencia de otras 
proteínas que median el transporte hacia y desde cis-Golgi, responsable de 
la biogénesis y mantenimiento de las estructuras ERGIC y Golgi como GBF1, 






 Dado que el establecimiento de la infección por HCV conlleva la for-
mación de estructuras de membranas especiales que soportan las factorías 
virales, la presencia y requerimiento en la función de los complejos de repli-
cación virales de ARF1, ARFGAP1, PI4KA, OSBP y PLEKHA8 sustentan el 
papel establecido de la acumulación local de PI4P en la infección viral (revisado 
en (Bishé, Syed et al. 2012) y (Wang y Tai 2016)) y el papel del sistema de 
transporte COPI y de las membranas del Golgi en la formación de las membra-
nas que soportan la replicación exponencial de HCV (Serafino, Valli et al. 2003, 
Tai, Benita et al. 2009). 
 No se conoce si SIGMAR1 recicla entre Golgi y ER. Sin embargo, en 
algunos estudios se ha descrito la localización de SIGMAR1 en ERGIC (así 
como varios  de los interactuantes de la construcción SIGMAR-TAP (STT3A, 
CANX, RPN2, HSPA8, SRPRB, SURF4, SEC61B, TRAM1, VKORC1, KDELR, 
RER1 encontrados en este trabajo) (Gilchrist, Au et al.). La presencia en el ex-
tremo N-terminal de SIGMAR1 de un motivo de doble arginina se ha asociado 
a su retención en el ER o en las LD asociadas a ER (Hayashi y Su 2003). Sin 
embargo, en el modelo de topología más aceptado actualmente el extremo 
N-terminal de SIGMAR1 es luminal (Schmidt, Zheng et al. 2016), incompat-
ible con la interacción con los componentes del complejo COPI que median el 
reciclaje desde Golgi hacia el ER. Si el motivo de doble arginina luminal tiene 
un mecanismo diferente para la retención en ER éste queda por elucidar. Sin 
embargo, a día de hoy no es descartable que la topología de SIGMAR1 sea tipo 
tipo II (N-terminal citosólico y C-terminal luminal) o tipo III con ambos extremos 
N y C-terminal citosólico, como sugieren los resultados de algunos estudios 
(Aydar, Palmer et al. 2002), lo cual sería compatible con un reciclaje de SIG-
MAR1 entre ER y Golgi.
8.3 El papel de SIGMAR1 en el transporte vesicular podría estar relacio-
nado por su capacidad de unión y transporte de lípidos en membranas y 
su función en la formación de balsas lipídicas
 El perfil de las células deficientes en SIGMAR1 mostró una regulación 
diferencial del metabolismo lipídico, incluyendo el metabolismo de glicolípidos 
y esteroles (Sección 7.3.2.3)(Anexos Tabla VII). Este hallazgo resulta espe-
rable dada la relación de SIGMAR1 con los esteroles y las balsas lipídicas 
(Hayashi y Su 2003)(Ramachandran, Chu et al. 2009)(Palmer, Mahen et al. 
2007). Más intrigante resulta quizá la regulación diferencial del metabolismo de 
los fosfoinosítidos. Varias enzimas de la síntesis y distribución de PIs aparecen 






7.3.2.3)(Anexos Tabla VII). Además, la proteómica de purificados de la pro-
teína de fusión SIGMAR1-TAP reveló  la posible asociación de SIGMAR1 con 
enzimas de la biosíntesis del fosfatidilinositol (PI) (Sección 7.4). Si bien algunos 
estudios tempranos sugirieron que SIGMAR1 podría regular el metabolismo de 
los fosfoinosítidos (Bowen, Kirschner et al. 1988; Candura, Coccini et al. 1990; 
Bowen, Tolentino et al. 1993; Romero, Pérez et al. 2000), esta posibilidad no 
ha sido reportada ulteriormente. Aunque hasta la fecha no se ha reportado la 
presencia de dominios de unión a fosfoinosítidos en la estructura de SIGMAR1, 
su motivo de doble arginina N-terminal cercano a la hélice hidrofóbica, es un 
motivo potencial de unión a fosfoinosítidos (Ingelmo-Torres, González-Moreno 
et al. 2009; Johnson, Erickson et al. 2012), especialmente en una conformación 
oligomérica (Gromek, Suchy et al. 2014; Schmidt, Zheng et al. 2016).
 La posible regulación de fosfoinosítidos por SIGMAR1 es muy intere-
sante a la luz de que varios de los procesos regulados diferencialmente en 
las células deficientes en SIGMAR1 (remodelación local del citoesqueleto de 
actina, vía de las Rho GTPasas, actividad Arf GTPasa y tráfico vesicular) son 
íntimamente dependientes de las fluctuaciones locales de PIs (Sección 7.3.2.1 
y 7.3.2.2)(Anexos Fichas B y C) y el hallazgo de proteínas del metabolismo de 
PIs (CDS1, CDS2, AGPAT2, GPAT4, PIGU), y proteínas con dominios de unión 
a PIs (SNX13, SNX14) entre los factores asociados a los complejos purificados 
de SIGMAR1-TAP (Sección 7.4.1). Estos hallazgos sugieren que SIGMAR1 
podría regular el transporte vesicular mediante la regulación de la distribución 
de PIs (Anexos Fichas A y C).
 En particular, la regulación del transporte vesicular desde el ER, uno de 
los procesos de transporte vesicular más regulado en la proteómica y transcrip-
tómica diferencial y representado en la proteómica de interacciones de SIG-
MAR1 (Sección 8.3), depende de la acumulación local de determinados PIs. 
La PI4KA reside específicamente en ERES y la acumulación local de PI4P per-
mite la formación de dominios de salida del ER y la regulación de la salida de 
vesículas COPII (Wakana, Koyama et al. 2005)(Blumental-Perry, Haney et al. 
2006)(Okamoto, Kurokawa et al. 2012). Los niveles locales elevados de PI4P 
son requeridos para la formación de dominios de membrana de alta curvatura 
requeridos para la salida de vesículas (Okamoto, Kurokawa et al. 2012), para 
el reclutamiento de efectores como PITPNM1, PLEKHA8 y OSBP que permiten 
la acumulación de lípidos como ácido fosfatídico, glicerolípidos y colesterol en 
los sitios de salida de vesículas (Tuuf y Mattjus 2014) y para la nucleación de 






Además, el PI4P juega un papel en el reclutamiento específico de componen-
tes del complejo COPII, el mantenimiento de los contactos de COPII y, posible-
mente, en el reclutamiento a las vesículas de proteínas SNARE que permiten 
la fusión homotípica de las vesículas COPII y la fusión con la membrana del 
Golgi en levaduras (Lorente-Rodríguez y Barlowe 2011). En particular, los fac-
tores de biogénesis de las vesículas COPII, SEC16A y SEC23IP pudieran ser 
reclutados hacia los ERES en respuesta a PI4P (Klinkenberg, Long et al. 2014). 
En este contexto es interesante que también ERG2 de levaduras, la proteína 
genéticamente más próxima a SIGMAR1 (Hanner, Moebius et al. 1996), se ha 
relacionado genéticamente con el translocon (SEC63) la actividad de COPII 
(SEC12, SHR3, YIP3, ERP1), la biosíntesis y metabolismo de PI (PIK1, PIS1) 
y de ceramida (LAG1) y la síntesis de GPI (GPI13) (Schuldiner, Collins et al. 
2005, Jonikas, Collins et al. 2009, Szappanos, Kovacs et al. 2011, Costanzo, 
VanderSluis et al. 2016).
 Cabe destacar que las proteína TMEM33 y ARL6IP1, que hemos en-
contrado asociada a complejos de SIGMAR1-TAP, se han relacionado con la 
formación de curvatura de membrana en el ER (Urade, Yamamoto et al. 2014, 
Yamamoto, Yoshida et al. 2014), lo que en este contexto sugiere una función 
estructural de SIGMAR1 en la formación de dominios especiales de membrana 
en las regiones de salida del ER. Teniendo en cuenta el papel de SIGMAR1 
en organización de las LRs, este papel podría tener especial significancia para 
proteínas ancladas por GPI que requieren el acoplamiento de dominios de LRs 
a los sitios de salida de las vesículas COPII, por lo que resulta interesante tam-
bién la identificación en complejos de SIGMAR1-TAP de la enzima del complejo 
GPI transamidasa, PIGU, implicada en el acoplamiento de GPI a proteínas 
recién sintetizadas en el ER (Hong, Ohishi et al. 2003).
 El posible papel de SIGMAR1 en la regulación de los PIs y del trans-
porte vesicular de las vesículas COPII, podría estar a la base de la deficiencia 
en el flujo autofágico en las células deficientes en SIGMAR1 (Ge, Zhang et al. 
2014; Vollrath, Sechi et al. 2014) (Sección 7.3.2.5)(Anexos Ficha C) así como 
contribuir a la biogénesis de las estructuras de membrana que soportan la repli-
cación exponencial de HCV (Sección 8.2). Asimismo, un papel de SIGMAR1 en 
la distribución de PIs en los sitios de salida del ER podría explicar la regulación 
por SIGMAR1 de varios receptores acoplados a proteína G (GCPRs) y canales 
iónicos (revisado en (Su, Su et al. 2016)), cuyo transporte vesicular asociado 
al control de su activación específica depende de la distribución de PIs en las 






(Hille, Dickson et al. 2015) y (Logothetis, Petrou et al. 2015)).
8.4 Un papel de SIGMAR1 en la interfase ERES-ERGIC podría subyacer a 
su  papel en la UPR y la autofagia
 SIGMAR1 se ha considerado una proteína de respuesta a estrés (Ha, 
Dun et al. 2011, Ha, Shanmugam et al. 2014). Se ha descrito que su local-
ización, interacciones y funciones responden a estímulos inductores de estrés 
de ER como el tratamiento con  el antagonista de ATP2A2 tapsigargina o el 
inhibidor de la glicosilación de proteínas tunicamicina (Ono, Tanaka et al. 2013) 
y la activación de la rama PERK/ATF4 induce su expresión (Mitsuda, Omi et al. 
2011). 
 En acuerdo con esto, el perfil transcripcional y proteómico de células 
deficientes en SIGMAR1 sugiere existencia en estas células de un mayor nivel 
de estrés basal con una una deficiencia en el aclaramiento de cargos asociado 
a un defecto en la maduración de la vía autofago-lisosomal (Sección 7.3.2.5) 
y una activación diferencial de la vía de IRE1/XBP1 (Sección 7.3.2.4)(Anexos 
Tabla XII).
 La posible regulación por SIGMAR1 de la exportación de vesículas CO-
PII del ER (Sección 8.3) podría estar a la base de su papel en la UPR. Mediante 
la regulación de la maquinaria de exportación de cargos del ER, SIGMAR1 po-
dría participar en la resolución del estrés de ER. Entre las medidas de la UPR 
para disponer de los cargos acumulados en el ER se incluyen el incremento 
del tamaño y la capacidad del ER, el ajuste del número y tamaño de los ERES 
y la activación de la exportación de vesículas COPII (Higashio y Kohno 2002)
(revisado en (Brandizzi y Barlowe 2013) y (Szul y Sztul 2011)), incluyendo la so-
bre-regulación y relocalización de factores de ensamblaje del complejo COPII 
y sus receptores de cargo (Watson, Townley et al. 2006)(Qin, Kawasaki et al. 
2012)(Sprangers y Rabouille 2015)(Kuiper, Bouw et al. 2001)(Iwasaki, Yorim-
itsu et al. 2015) y la relocalización de PI4P y de la proteína de andamiaje de las 
vesículas COPII SEC16 (Watson, Townley et al. 2006)(Sprangers y Rabouille 
2015). 
 Además, durante situaciones de sobrecarga de ER, las vesículas COPII 
parecen funcionar como fuentes de membranas para la formación de autofago-
somas (Kakoi, Yorimitsu et al. 2013, Tan, Cai et al. 2013, Davis, Wang et al. 
2016). Se ha descrito que en los compartimentos asociados a ER en condi-
ciones de sobrecarga de ER (ERAC, del inglés ER-associated compartments), 






resistentes a ERAD, presentan componentes del complejo COPII (Tan, Cai et 
al. 2013). Es posible que ajustes en el tamaño y composición de las vesículas 
de exportación del ER tengan un papel en estos fenómenos (Davis, Wang et al. 
2016).
8.5 Las regulación por SIGMAR1 del metabolismo de los PIs, la actividad 
de las ARF, Rho GTPasas pudiera contribuir a su papel protector frente a 
enfermedades neurodegenerativas 
 SIGMAR1 se ha relacionado con varias enfermedades neurodegenera-
tivas relacionadas con la acumulación de cargos no degradados incluyendo 
ALS, HD y AD (revisado en (Jin, Fang et al. 2015, Mavlyutov, Guo et al. 2015) 
y (Mishina, Ishiwata et al. 2005)) (Sección 4.3.5).
 El perfil de transcriptómica y proteómica diferencial  de las células de-
ficientes en SIGMAR1 mostró un enriquecimiento en proteínas asociadas en-
fermedades neurodegenerativas con las que la deficiencia de SIGMAR1 se ha 
relacionado previamente (Sección 7.3.2.7). De manera especial, las células 
deficientes en SIGMAR1 muestran una desregulación del metabolismo de PIs 
y la vía de las Arf y Rho GTPasas (Secciones 7.3.2.3 y 7.3.2.1), importantes 
eventos de la señalización celular cuya deficiencias se asocian con el desar-
rollo de enfermedades neurodegenerativas (Anexos Ficha D).
 En particular, la deficiencia de la actividad de la Rho GTPasa RAC1 y 
de varios de sus activadores y efectores en la remodelación del citoesqueleto 
de actina se asocia con enfermedades neurodegenerativas como AD, PK y 
ALS, con las que se ha relacionado también la deficiencia de SIGMAR1 (Smith, 
Vance et al. 2015; Marei y Malliri 2016). El papel de las Rho GTPasas en la reg-
ulación del citoesqueleto de actina es esencial para el transporte de vesículas 
y la maduración de la vía endolisosomal y la autofagia, procesos ampliamente 
relacionados con la función neuronal y la neuroprotección, así como para el 
mantenimiento de las MAM y Golgi (Chi, Wang et al. 2013), cuyo colapso es 
un rasgo común de varias enfermedades neurodegenerativas, incluyendo ALS 
(revisado en (Watanabe, Ilieva et al. 2016)) (Anexos Ficha D). 
 La posible deficiencia de la vía de las Rho GTPasas en las células defi-
cientes en SIGMAR1 está en acuerdo con estudios previos que han mostrado 
que SIGMAR1 podría interactuar con RAC1 en las MAM (Natsvlishvili, Gogua-
dze et al. 2015), regular la estabilidad de su factor intercambiador de nucleóti-
dos de Guanina (GEF), TIAM1, y mediar sus funciones neuroprotectivas (Tsai, 






lación de la dinámica de p35 (CDK5R1) por SIGMAR1 podría estar en la base 
de su papel neuroprotectivo (Tsai, Pokrass et al. 2015), lo cual a su vez indica 
un posible nexo funcional entre la actividad de SIGMAR1 y la vía de RAC1 
(Posada-Duque, López-Tobón et al. 2015)(Anexos Ficha D). En este sentido es 
interesante que el mutante de SIGMAR1 asociado a ALS induce la formación 
agregados de TDP-43 que son comúnmente asociados a la agregación de 
PFN1 (Tanaka y Hasegawa 2016), lo cual podría subyacer a una asociación 
funcional de SIGMAR1 con los sitios de activación de Rho GTPasas y sus 
efectores. En acuerdo con esto, PFN1 aparece sobre-regulada post-transcrip-
cionalmente, lo cual compatible con una estabilización aberrante por formación 
de agregados en las células deficientes en SIGMAR1, como la PFN1 mutante 
asoaciada a ALS (Smith, Vance et al. 2015; Tanaka y Hasegawa 2016).
 En conjunto, estos hallazgos sugieren un papel de la regulación por 
SIGMAR1 de la  función en remodelación del citoesqueleto de las Rho GTPas-
as en su asociación a la neuroprotección. Dado el papel potencial de SIGMAR1 
en la regulación del metabolismo de PIs (Sección 7.3.2.3 y Sección 7.4.1), y el 
papel de los PIs en la regulación de la vía de las Rho GTPasas (Anexos Ficha 
A) es especulable que la regulación local de PIs por SIGMAR1 pudiera suby-
acer como mecanismo a su regulación sobre la función de RAC1, mediante la 
regulación del reclutamiento de sus GEFs. 
8.6 La regulación de vías centrales de proliferación y supervivencia celu-
lar pudiera estar en la base de la asociación de SIGMAR1 con el desarrollo 
tumoral
 Los datos de proteómica y transcriptómica diferencial de las células 
deficientes en SIGMAR1 indican una regulación diferencial del ciclo celular 
(Sección 7.3.2.6), incluyendo la desregulación de varios mediadores como cic-
linas y quinasas dependientes de ciclinas y mediadores de la segregación cro-
mosomas, entre otros (Anexos Tabla X). De una relevancia singular resulta la 
regulación diferencial de las vías de TP53 y Wnt/CTNNNB1 (Sección 7.3.2.6)
(Anexos Tabla XI), que sugiere una deficiencia en la actividad transcripcional 
de la vía Wnt/CTNNB1 y una sobre-activación de la vía de TP53 que podría 
conducir a un arresto celular en la transición G1/S (Joyce, Bouzahzah et al. 
1999; Liu, Zhang et al. 2014), que concuerdan con la pérdida progresiva de la 
capacidad proliferativa en células con niveles limitantes de SIGMAR1 (células 
Huh-7 shS1R3 a partir del cuarto día de silenciamiento; datos no mostrados)
(Wang y Duncan 2006; Mavlyutov, Nickells et al. 2011). Estos datos sugieren un 






lar que podría contribuir al fenotipo pro-tumoral asociado a la sobre-expresión 
de SIGMAR1 en algunos tipos de cáncer.
 Es presumible que, mecanísticamente, la regulación diferencial de las 
vías de Wnt/CTNNB1 y TP53 por SIGMAR1 pudiera involucrar por su papel en 
el metabolismo o distribución de PIs (Sección 8.3), a través de la regulación 
de eventos dependientes de unión a PIs como la actividad de las GTPasas 
protumorales ARF1 y RAC1 (revisado en (Alan y Lundquist 2013) y (Rathinam 
y Berrier 2011))(Morgan, Lewis et al. 2015)(revisado en (Casalou, Faustino et 
al. 2016)) (Anexos Ficha D), que funcionan como mediadores la translocación 
a núcleo y función transcripcional de CTNNB1 (Rossol-Allison, Stemmle et al. 
2009) (Anexos Fichas A y E). Por otro lado, la posible interacción de SIGMAR1 
con los reguladores de TP53, BRI3PB y TMEM09 (Sección 7.4.1 Figura 7.4.3) 
y la localización previamente descrita de TP53 en las MAM, sugiere que la 
función de SIGMAR1 podría contribuir a la regulación de la vía de TP53 a nivel 
proximal.
8.8 Comentarios finales
 Los estudios mecanísticos sobre el papel de SIGMAR1 en la respu-
esta innata antiviral frente a virus realizados en este trabajo a partir de hipóte-
sis derivadas de los resultados de nuestro estudio previo (Sección 4.3.7) han 
develado un papel limitante de los niveles de SIGMAR1 en la regulación de la 
respuesta innata antiviral frente a virus de RNA mediada por la vía de los RLRs 
(Sección 8.1). Este papel limitante de la respuesta de VSGs/ISGs, aunque no 
es responsable del papel proviral en el caso de HCV, por otro lado esperable 
dado el eficiente bloqueo de la vía por este virus (Sección 4.2.5), pudiera ser 
relevante en el caso de virus sensibles a IFN-I/III, como sugiere el efecto en el 
crecimiento de VSV (Sección 8.1). En este sentido, el estudio de esta función 
de SIGMAR1 es interesante en el campo de la terapia antiviral  dado el carácter 
modulable SIGMAR1, y la existencia de fármacos agonistas y antagonistas ya 
evaluados en clínica (Sección 4.3.3).
 Los resultados de estudios sobre la función de SIGMAR1 al inicio de 
la infección de HCV nos indican una función de SIGMAR1 en la regulación del 
destino de las proteínas de la replicasa viral NS3/4A y NS5A (Sección 8.2), que 
podría mediar el efecto proviral de esta proteína celular en la formación de los 
complejos de replicación virales. Esta función en la regulación de las proteínas 
de HCV se suma a un número de observaciones sobre un posible papel de 






teínas celulares (Sección 4.3.3), que conducen a la obligada hipótesis de que 
único mecanismo pudiera subyacer a la regulación por SIGMAR1 del destino 
de determinadas proteínas virales y celulares, cuyos criterios de selectividad 
parecen incluir la asociación a membrana del ER. Así, es posible que el estudio 
de la proteostasis de poliproteína viral de HCV nos permita a aprender nuevos 
detalles sobre la relación de SIGMAR1 con otras condiciones dependientes 
de la proteostasis como las enfermedades neurodegenerativas (Sección 4.3.5)
(Sección 8.5).
 Los resultados de aproximaciones tanto mecanísticas como no sesga-
das, identifican a SIGMAR1 como un factor de regulación de la homeostasis 
de proteínas en el ER (Secciones 8.2 y 8.4). Entre las proteínas diferencial-
mente reguladas en las células deficientes en SIGMAR1 y entre los candidatos 
a interactuantes de SIGMAR1 se encuentran sobre-representados procesos 
relacionados con el control de calidad de proteínas en el ER y de la exportación 
de proteínas cargo del ER, lo que sugiere que SIGMAR1 podría localizarse en 
sitios de biosíntesis y control de calidad de proteínas que han de ser exporta-
das del ER (Sección 8.4). 
 La presencia estadísticamente sobre-representada de proteínas del 
metabolismo y la distribución de PIs, de proteínas con dominios de unión a PIs 
y de procesos dependientes de PIs como la remodelación del citoesqueleto de 
actina por la vía de las Rho GTPasas y el tráfico vesicular entre las proteínas 
reguladas diferencialmente en las células deficientes en SIGMAR1 sugiere que 
SIGMAR1 podría mediar sus funciones a través de la regulación de la dinámica 
de estos glicolípidos señal (Sección 8.3), permitiendo hipotetizar la existencia 
de nuevo nivel de regulación de las funciones de los fosfoinosítidos en señal-













1. El silenciamiento génico de SIGMAR1 conduce a una respuesta innata anti-
viral exacerbada frente a estímulos de la vía RIG-I/MAVS.
2. El silenciamiento génico de SIGMAR1 reduce la acumulación de las proteí-
nas no estructurales del virus de la hepatitis C en ausencia de replicación, lo 
cual podría limitar la formación de complejos de replicación viral funcionales al 
comienzo de la infección aguda.
3. El perfil de expresión génica de células deficientes en SIGMAR1 sugiere al-
teraciones de mecanismos efectores de la reorganización del citoesqueleto de 
actina y el tráfico vesicular, lo que podría alterar el destino de proteínas cargo 
de la vía secretora y los mecanismos de proteostasis celular. 
4. La composición de los complejos de proteínas celulares asociadas a la pro-
teína de fusión SIGMAR1-TAP sugiere que SIGMAR1 podría participar en pro-
cesos de distribución de proteínas sintetizadas en el retículo endoplásmico, 
presumiblemente mediante la regulación de la exportación de vesículas COPII.
5. El silenciamiento génico de SIGMAR1 influencia la expresión génica y los 
niveles de proteínas reguladoras de la biosíntesis y distribución de fosfoino-
sítidos, así como de sus proteínas efectoras. Esto, junto a la interacción de 
algunos de estos factores con SIGMAR1-TAP sugiere un papel de SIGMAR1 
en la regulación de la distribución local y la función de estos lípidos señal en 
membranas, que podría estar en la base de los fenotipos observados en las 
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FICHA A: Papel de los fosfoinosítidos en la identidad de de biomembranas y 
la señalización. Relación con las Arf y Rho GTPasas.
 Los fosfoinosítidos (PIs) son fosfolípidos funcionan como marcas mo-
leculares de identidad y reguladores de la señalización gracias a su diversidad y 
distribución diferencial en membranas, su rápida síntesis a partir de un precursor 
relativamente abundante, el fosfatidilinositol (PI, del inglés phosphatidylinositol), la 
expedita interconversión entre especies mediante eventos fosforilación y desfosfori-
lación, que garantiza un gran disponibilidad de PIs en dominios con capacidad para 
reclutar un gran número de distintas proteínas de unión a PIs a una membrana o 
dominio de membrana (revisado en (Cullen, Cozier et al. 2001) y (Matteis and Godi 
2004)). La regulación del balance local de especies de PIs depende de la compar-
timentalización y activación regulada de enzimas y mediadores de la distribución 
de los PIs (mediadores de transporte vesicular, proteínas citosólicas transferidoras, 
quinasas, fosfatasas), determinada por el acoplamiento temporal de eventos de 





















































 Así, el fosfatidil-inositol-3-fosfato (PI3P) marca las membranas de endosomas 
tempranos, donde abunda la fosfatidil-inositol kinasa C3 (PIK3C3), y permite el recluta-
miento a endosomas de proteínas con dominios FYVE y PX reguladoras del transporte 
y distribución endosomal como EEA1, HRS, RBSN, y RUFY1, así como enzimas del 
metabolismo de PI3P como PIKFYVE que media la biosíntesis de PI3,5P2, requerido 
para la maduración de la ruta endocítica tardía (revisado en (de Lartigue, Polson et al. 
2009)). Además PI3P permite el reclutamiento de proteínas SNAREs como SNAP25 
y SNXs, que controlan la distribución de cargos (revisado en (Hutagalung and Novick 
2011) y (Cullen 2008)) (Figura B). Además, la acumulación local de PI3P mediada por 
el complejo ULK1 y PI3KC3 es el primer paso en la formación de autofagosomas, la for-
mación del omegasoma, donde PI3P permite el reclutamiento de proteínas con domin-
ios FYVE o PX, como la 5-quinasa PIKFYVE y la 5-fosfatasa INNP5E, que controlan 
los niveles de PI3,5P2 que son requeridos para la maduración de los autofagosomas y 
la fusión a lisosomas, por ejemplo, mediante el reclutamiento y activación de cortactina 
(CTTN) (revisado en (Cullen and Carlton 2012)).
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Figura A2: Proteínas efectoras/ procesos regulados por PIs 
	 PI4P	identifica	las	membranas	del	aparato	de	Golgi,	donde	reside	la	principal	
PI-4K celular, PI4KB. El reconocimiento de PI4P por las enzimas transferidoras de lípi-






de lípidos sintetizados en el ER (PI/PC, colesterol y ceramida), garantizando el metab-
olismo de lípidos complejos, las funciones de distribución de Golgi y la maduración de 
la vía secretora (revisado en (Santiago-Tirado and Bretscher 2011) y (D’Angelo, Vici-
nanza et al. 2012)). 
 La acumulación local de PI4P (via PI3K4), PI4,5P2, (Moreau, Renna et al. 
2013) PI3,4P, PI3,5P2 y PI5P regulan biogénesis y maduración de autofagosomas y la 
reformación de lisosomas (Sridhar, Patel et al. 2012), mediante la activación de Rab7, 
la activación de PLD1, y el reclutamiento de proteínas del sistema de distribución de 
membranas cargo y proteínas SNARE (revisado en (Cullen and Carlton 2012))(revisa-
do en (Lystad and Simonsen 2016)). 
 La PI4KA se localiza en regiones minoritarias del ER (Figura A1) donde man-
tiene dominios funcionales espaciales que contribuyen a la formación de sitios de sali-
da de ER (ERES), regulando la exportación desde el ER en condiciones de incremento 
agudo o crónico de la carga de cargos de ER. En estas regiones PI4P es necesario 
para el transporte de vesículas COPII de ER a Golgi, mediante su efecto en la curva-
tura de membrana y el reclutamiento/activación de adaptadores de la formación de 
vesículas cargo (revisado en (Lorente-Rodríguez and Barlowe 2011) y (Blumental-Per-
ry, Haney et al. 2006))(Klinkenberg, Long et al. 2014).  PI4KA también es un factor re-
querido en los sitios de formación de los complejos replicación de HCV. El PI4P permite 
la formación curvatura y  el reclutamiento de factores que median la biogénesis de las 
estructuras de membrana que soportan la replicación viral (revisado en (Bishé, Syed et 
al. 2012)).
 Junto a los PIs, las pequeñas GTPasas de las familias Rab y Arf garantizan una 
regulación espacio-temporal del reconocimiento de las membranas y actividad de los 
efectores de los PIs (revisado en (Barr 2013) y (Tuuf and Mattjus 2014)). Por ejemplo, 
el	reconocimiento	simultáneo	de	ARF1	y	PI4P	media	el	reconocimiento	específico	en	
las membranas de Golgi de efectores como las LTPs y PLEKHA8 (revisado en (Tuuf 
and Mattjus 2014) y (Shin and Nakayama 2004)(Figura A1), siendo determinante para 
la formación y mantenimiento de la estructura de Golgi) (revisado en (D’Souza-Schorey 
and Chavrier 2006)). 
 Las Rho y Arf GTPasas además, funcionan como efectores y reguladores de 
los PIs. El PI4,5P2 y PI3,4,5P3 regulan el reclutamiento y actividad local de las Arf y 
Rho GTPasas mediante el reclutamiento de sus GEFs y GAPs a través de sus sitios 
de	unión	a	PIs	específicos	(Figura A2). A su vez, las Arf y Rho GTPasas modulan la 
distribución de PIs mediante la activación de enzimas de la interconversión de PIs 
como PI4-K, PIP5K, PI 3-K tipo I, miembros de PIPasas como synaptojanins y OCRL y 
miembos de la familia de la PLC. De esta manera las Arf y Rho GTPasas estimulan la 
producción y acumulación local de PI(4,5)P2, activando un lazo de retroalimentación 
positiva en la acumulación local de estos PIs en las membranas (revisado en (Yang, 






que dependen de este PIs, en especial la dinámica de actina (Ficha B) y el transporte 
de vesículas (Ficha C). A su vez, PI4,5P2 es el sustrato de la vía de PI3K para dar 
P3,4,5P3. De esta manera la actividad de las Rho y Arf GTPasas regulan la vía PI3K/
AKT y la activación de la quinasa PKC, que dependen de P3,4,5P3 (Boulay, Cotton et 
al. 2008)(revisado en (Yang, Shin et al. 2012)) y así, la regulación de programas tran-






FICHA B: Fosfoinosítidos, RHO y ARF GTPasas en la regulación del ci-
toesqueleto  
 Las Rho GTPasas son reguladores claves de la organización del citoesqueleto 
de actina (revisado en (Pedersen and Brakebusch 2001). Las Rho GTPasas reorga-
nizan el citoesqueleto de actina mediante efectores como WASP/WAVE, activador del 
complejo	de	nucleación/ramificación	de	actina	ARP2/3,	la	quinasa	PAK	que	activa	las	
forminas	como	mDia,	y	complejos	efectores	como	IQGAPs	que	dispone	los	filamentos	
de	actina	a	sus	modificadores	(revisado	en	(Watanabe,	Wang	et al. 2015)). Mediante la 
acción	de	forminas	como	mDia,	profilina	y	cortactina	sobre	los	extremos	de	microtúb-
ulos y el reclutamiento de proteínas motoras (quinesinas), la actividad de las Rho GT-
Pasa regula también el citosquleto de microtúbulos Rho GTPasas también regulan la 
dinámica de microtúbulos (revisado en  (Goode and Eck 2007), (Wojnacki, Quassollo 
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Figura B: Rho y ARF1 remodelación del citoesqueleto.
 Los fosfoinosítidos tienen un papel clave en la regulación del citoesqueleto de 
actina, ya que la acumulación local de (PI4,5P2) permite el reclutamiento y activación 
de proteínas reguladoras de actina (WASP/WAVE, ARP2/3, PFN1), y enlazadores de 
filamentos	de	actina	a	la	membrana	como	(EZR,	IQGAP,	ACTN1,	VCL)	(Szczepanows-






de Guanina como TIAM1, VAV, ARAP1 y DOCK180) (Ficha A). La activación de las 
Rho GTPasas (RHOA, RAC1 y CDC42) pueden regular la localización y actividad de 
las PIP-5K tipo I (PI4P-5K), potenciando la producción de PI4,5P2 y así el reclutamien-
to de sus efectores para la remodelación de actina (Weernink, Meletiadis et al. 2004). 
 Las ARF GTPasas activan y cooperan  con la función de las Rho GTPasas en 
la remodelación del citoesqueleto, fundamentalmente mediante sus efectos sobre el 
microambiente de fosfoinosítidos (Dubois, Paléotti et al. 2005, Koronakis, Hume et al. 
2011) (revisado en (Lee and Dominguez 2010)). ARF1/6 mediante la activación alostéri-
ca de PI4K y PI45K potenciando la acumulación local de PI4,5P2, contribuyendo al re-
clutamiento de efectores y la producción de PI3,4,5P, que funciona como activador de 
varios GEF de las Rho GTPasas (Ficha A). Además, ARF1 potencia la activación (esta-
bilización en membrana mediante prenilación) de la Rho GTPasa RAC1, la asociación 








FICHA C: Fosfoinosítidos y Arf y Rho GTPasas en el transporte endoso-
mal y vesicular, la distribución de proteínas y la vía autofagolisosomal
 Los fosfoinosítidos regulan la distribución de cargos endosomales, el trans-
porte vesicular y la autofagia, mediante el metabolismo local de distintos PIs y el reclu-
tamiento de factores con dominios de unión a PIs (Cullen and Carlton 2012, Lystad and 
Simonsen 2016) (Ficha A). 
 La formación de dominios de membranas cargo, la biogénesis y eventos de 
fisión	y	fusión	de	vesículas	mediadas	por	los	diversos	tipos	de	sistemas	de	recubrimien-
to de vesículas está regulado por la inverconversión de especies de PIs (revisado en 
(Krauss	and	Haucke	2007))	acoplada	al	reconocimiento	y	modificación	por	GTPasas	
de las familias de Rab y Arf (revisado en (Behnia and Munro 2005), (Di Paolo and De 
Camilli 2006) y (Santiago-Tirado and Bretscher 2011)). De esta manera, la formación, 
tráfico	y	maduración	de	vesículas	de	transporte	en	la	rutas	endocítica,	exocítica	y	deg-
radativa están reguladas por cooperación entre los PIs y las GTPasas (revisado en 
(Posor, Eichhorn-Grünig et al. 2015)).
 Además, las Arf y Rho GTPasas son efectores de PIs (Ficha A) y moduladores 








































Figura C: Rho y ARF1 remodelación del citoesqueleto
 Las ARF GTPasas son reguladores maestros del transporte vesicular. Medi-
ante la regulación alostérica de las PI4K y PI4P-5K afectan la acumulación local de 
PIPs como PI4P y PI4,5P2, que permiten el reclutamiento de efectores con dominios 






plejos de proteínas de recubrimiento en sitios de formación de vesículas, que permiten 
la concentración de cargos y la deformación de membranas. Entre estos se incluyen 
los	adaptadores	de	clatrina	AP2,	que	reconocen	específicamente	P4,5P2	y	AP1	y	GGA	
que se unen simultáneamente a ARF1 y PI4P, y median el transporte mediado por cla-
trina desde Golgi, esencial para la distribución de proteínas a los compartimentos en-
dosomales y lisosomales; los complejos coatámeros COPI (coat protein complex I) que 
median el transporte retrógrado Golgi-ER, intra-Golgi y el transporte anterógrado desde 
Golgi (revisado en (Myers and Casanova 2008)); y modulan el transporte anterógrado 
de ER a Golgi mediado por vesículas COPII (revisado en (Blumental-Perry, Haney et 
al. 2006
)). Estos procesos son facilitados además la activación alostérica por ARF1 y por de 
PLD1/2, que es reclutada por PI4,5P2 (mediante dominio PH) y produce PA que activa 
PIP5K, funcionando como un lazo de retroalimentación positiva para la producción local 
de PI4,5P2, y por las funciones del PA en el transporte vesicular  (revisado en (Liu, Su 
et al. 2013)). Por su parte, la generación de vesículas COPII, en adición a su relación 
estrecha con ARF1 y las vesículas COPI, depende de PI4P para el reconocimieno de 
mediadores como SEC23IP (Klinkenberg, Long et al. 2014). Además, la producción 
local de PI4,5P2 regulada por ARFs permite la associación a la membrana de varias 
proteínas del reguladoras de actina y cooperan con la vía de las Rho GTPasas en re-
modelación del citoesqueleto de actina (Ficha A) facilitando así la nucleación local de 






FICHA D: El metabolismo de  PIs y las Rho y Arf GTPasas en las enferme-
dades neurodegenerativas 
 Los PIs y la actividad de las ARF y RHO GTPasas tienen papeles importantes 
en la función neuronal y su disfunción se ha asociado al desarrollo de varias enfer-
medades neurodegenerativas. Los procesos regulados por éstas garantizan procesos 
importantes para la supervivencia y plasticidad neuronal como la autofagia, el reciclaje 
de receptores y neurotransmisores, el transporte axonal de vesículas y mitocondrias, y 
la formación del botón sináptico (Cairns, Lee et al. 2004, Eira, Silva et al. 2016). 
	 La	deficiencia	en	el	metabolismo	de	los	PIs	se	ha	asociado	con	el	desarrollo	de	
enfermedades neurodegenerativas (END) (Forrest, Chai et al. 2013)(revisado en (Volpi-
celli-Daley and De Camilli 2007)), (McCrea and De Camilli 2009) y (Di Paolo and Kim 
2011)), presumiblemente mediante la desregulación de procesos dependientes de la 
unión a PIs (Blero, Payrastre et al. 2007) (Ficha A), fundamentalmente la organización 
del citoesqueleto (Bok, Hryniewicz-Jankowska et al. 2009)(Ficha B), la estructura de 
Golgi (Haase and Rabouille 2015) y el transporte vesicular y la distribución intracelular 
de cargos (Sullivan, Jay et al. 2011, Reitz 2015, Sadigh-Eteghad, Askari-Nejad et al. 
2016) y la autofagia (Jeschke and Haas 2016) (Navone, Genevini et al. 2015, Lystad 
and Simonsen 2016) (Ficha C) (Figura D1). La disfunción de estos procesos provoca 
la forma agregados que bloquean el transporte axonal rápido anterógrado de mitocon-
drias,	neurofilamentos,	peroxisomas	y	vesículas	de	transporte		de	la	proteína	amiloide	
APP (Amyloid beta A4 protein) y afecta también el transporte retrógrado axonal de 
endosomas (revisado en (Cairns, Lee et al. 2004)).
 Las Rho GTPasas se han asociado a un papel protectivo en frente a END 
que dan lugar a la acumulación de proteínas mal plegadas (revisado en (Marei and 
Malliri	2016)).	De	manera	significante,	varias	de	las	principales	proteínas	que	se	han	
asociado a ALS, alsina (ALS2) y SOD1, PFN1 y la proteína OCRL asociada a la sín-
drome de Lowe, son reguladores, o efectores de las Rho GTPasa RAC1/CDC42. ALS2 
y OCRL son proteínas intercambiadoras de nucleótidos de Guanina (GEF) para RAC1 
y SOD1 regula, mediante su interacción inhbitoria, la actividad GTPasa de RAC1 (revis-
ado en (Stankiewicz and Linseman 2014))(revisado en (Tanaka and Hasegawa 2016)). 
Más importante, los defectos asociados a las mutaciones inactivantes de SOD1, ALS2 
(ALS), OCRL1 (Síndrome de Lowe), y LRRK2 (Enfermedad de Parkinson) y la hiperac-
tivación de CDK5 pueden ser recuperados por la expresión de RAC1 activa (revisado 
en (Marei and Malliri 2016)) (Figura D2). RAC1 a través de sus quinasas efectoras 
CDK5 y PAK1/2 y la proteína PFN1 (Nikolic, Chou et al. 1998, Rashid, Banerjee et al. 
2001, Arsenault, Dal-Pan et al. 2013) regulan la dinámica de microtúbulos (PFN1, Tau, 
HTT, dinamina) (Bender, Stritt et al. 2014, Nejedla, Sadi et al. 2016) (Ficha B) y el aco-
plamiento de las proteínas motoras a vesículas cargo (dinactina, SNX) y el transporte 
vesicular mediado por microtúbulos (Hehnly and Stamnes 2007, Hirokawa and Noda 






































 Figura D: Papel protectivo de la señalización por las Rho y Arf GTPasas frente a la neuro-
degeneración.
 ARF1 se ha realcionado con las END  (Lovrecic, Slavkov et al. 2010, Haase 
and Rabouille 2015), mediante su papel en el mantenimiento de la la estructura de 
Golgi y el transporte de vesículas COPI de Golgi a ER (Haase and Rabouille 2015). 
En esto, las proteínas motoras (kinesinas y dineína) tienen un papel esencial, ya que 
median el mantenimiento de la estructura y posición de Golgi (transporte ER-Golgi), el 
transporte anterógrado/retrógrado desde Golgi, el transporte rápido axonal y la división 
celular, y sus funciones están frecuentemente afectadas tanto en END como ALS (Ari-
dor, Fish et al. 2001, Prosser, Tran et al. 2008, Shi, Ström et al. 2010, Sullivan, Jay et 
al. 2011, Sadigh-Eteghad, Askari-Nejad et al. 2016)(revisado en (Li, Shah et al. 2016))
(revisado en (Eira, Silva et al. 2016)). ARF1 además regula el transporte mediado por 
microtúbulos puede además ser regulado por mediante el reclutamiento y activación 
de dinamina (DNM1, Dynamin-related protein DNM1) por PI4,5P2 y mediante la regu-
lación local-temporal del reclutamiento de dineína (Hehnly and Stamnes 2007)). ARF1, 
además, regula el acoplamiento mediado por dinactina a otros con dominios de distri-
bución de cargos como ERES (vesículas COPII) (Aridor, Fish et al. 2001), endosomas 
marcados con SNX (distribución endosomal, sistema retrómero) {Hunt:2013dm} y re-
giones marcadas con AP1 (vesículas recubiertas de clatrina de transporte intra-Golgi) 






FICHA E: Los fosfoinosítidos, Rho y Arf GTPasas en las vías Wnt/ β-cat-
enina y TP53 
 ARF1/6 y RAC1 tiene un papel en el control del ciclo celular. Funcionan como 
como	efectores	y	reguladores	de	la	vía	Wnt/	β-catenina(CTNNB1).	Durante	la	estimu-
lación por Wnt, ARF1/6 y RAC1 son activadas (Upadhyay, Goessling et al. 2008, Kim, 
Kim et al. 2013) e inducen la disociación de las uniones adherentes y la liberación y es-
tabilización	de	CTNNB1	activa	a	citosol	mediante	modificaciones	de	la	fosforilación	de	
CTNNB1 y la inhibición del complejo de degradación de CTNNB1 por mecanismos de-
pendientes de PI3K y ERK (Grossmann, Yoo et al. 2013, Li, Le et al. 2016, Schlienger, 
Campbell et al. 2016). Además, funciones la función dependiente de ARF1 y los PIs en 
el transporte por el sistema retrómero también regula la vía de Wnt/CTNNB1 mediante 
el reciclaje de su ligando WNT3A (Harterink, Port et al. 2011). Por su parte, la actividad 
de RAC1 regula la vía Wnt/CTNNB1 de mediante la fosforilación de CTNNB1 por las 
quinasas PAK/Fyn y mediante la actividad de IQGAP1 en la regulación de las uniones 
adherentes (revisado en (Briggs and Sacks 2003)). 
 Por otro lado las vías de ARF1 y RAC1 podrían colaborar en la inhibición del ar-
resto y la apoptosis mediante la inhibición de la vía de TP53 (Lassus, Roux et al. 2000, 
Ogawara, Kishishita et al. 2002). La acumulación de CTNNB1, a su vez, promueve 
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93 A2M, ABAT, ACADM, ACTN4, AGT, AIFM1, AKR1C1, ALCAM, ALD-
H18A1, ANPEP, ANXA5, ARHGAP1, ATL3, CA2, CAT, CDH1, CKAP4, 
CPM,	CPT1A,	CRYZ,	CTSA,	CTSD,	CXADR,	DHRS7,	DPP4,	DUSP3,	
ERP29, FARP1, FDPS, FKBP10, FN1, FNDC3A, FTL, GAPDH, GGCX, 
GLB1, GNPDA1, GSN, HPGD, HSD17B12, IDH2, IDI1, ITGA6, ITGAV, 
ITGB1,ITIH2,LASP1,LYPLA2,MAOB,MYH10,MYL6,NAGK,OSTF1,P4 
HB, PDIA5, PDLIM1, PGM3, PLIN2, PLOD2, PLS3, PRDX4, PRDX5, 
PROSC, PTPN1, RTN4, SCARB1, SCARB2, SEC22B, SEPT2, SER-
PINA1, SERPINB6, SLC12A2,SLC25A1, SNX3, SPTAN1, SQSTM1, 
ST13, STAT1, SUMF2, TAGLN, TST, TWF1, UCHL1, USO1, VAT1, 
VIL1, VIM, ACTN1, NSF, MYO1B, SERPINH1, ADPGK, HNRNPAB
sub-regula-
das
38 AASS, AHNAK, AHSA1, ALDH6A1, APIP, ARF1, BCAT1,CDK1, 
CORO1C, DNAJC7, ELAVL1, EML4, ENOPH1, FAM213A,GLO1, 
GPATCH4,	 H2AFZ,	 HNMT,	 HPRT1,	 HSP90AB1,	 HSPA13,	 KIF5B,	
NCL, PA2G4, PFAS, PFKM, PGAM5 ,RCC1, S100P, SHMT2, SLC2A1, 
TKT, TOMM20, TRIM71, TRMT6, TRMT61A, YWHAG, NUP210






51 ALDH1A1, ANXA2, ANXA3, AP2B1, CALM1*, CAND1, CSRP1, 
CTNNA1,	 CTNNB1,	 EEF1A2,	 EPHA2,	 EZR,	 FLNA,	 FLNB,	
G6PD, GDI2, GSS, GSTO1, HSPB1, IVD, KRT18, KRT19, 
MYH9, NES, PEX1, PFN1, PLAA, PLIN3, PLXNB2, PRDX1, 
PSMD5,	PYGB,	PZP,	RPL4,	RPS6,	RPS9,	S100A13,	TAGLN2,	
TAX1BP3,	TSN,	UGGT1,	 VASP,	YWHAH,	 ZYX,	 KRT8,	RPL6,	
RPL7A, TPM4*, MYL12B, RPL8, PVRL2
sub - regu ladas 
post-transcripcio-
nalmente
19 ANXA6, ARHGAP5, COL2A1, CPS1, CPVL, DEK, DUSP12, 
KRT1, KRT10, LARP4, LSM14B, MTTP, OAT, PHGDH, SEC24C, 
SEC63,  ARG1**, FABP1**, IGF2R* *
* están, sin embargo, sub-reguladas transcripcionalmente
** están, sin embargo, sobre-reguladas transcripcionalmente
Nota: P4HA1  (probablemente sobre-regulada transcripcionalmente q 0,05237781). PITPNM1, SFT2D3 (es-







Tabla III Categorías GO-Complete de procesos biológicos asociadas a las categorías GO-





1. Organización o Biogéne-
sis de Componentes Celu-
lares 
Organización del aparato de Golgi, transporte vesicular en ER, 
Golgi y post-Golgi, regulación del citoesqueleto de actina, regu-
lación del citoesqueleto de MT, organización de estructuras de 
actomiosina
2. Localización Establecimiento de localización de proteínas, localización en 
membranas, transporte vesicular/ endosomal, 
3.Transporte/movimiento 
componentes celulares
Localización de vesículas, regulación de transporte intracelular, 
transporte mediado por citoesqueleto
4. Plegamiento de proteínas Respuesta a proteínas mal plegadas, rama IRE1/XBP1 de la 
UPR
5. Proteólisis Vía de degradación de proteínas mediante UPS, actividad pro-
teasa 
6. Metabolismo de lípidos Regulación de homeostasis de lípidos, biosíntesis de esteroles, 
biosíntesis de fosfolípidos, metabolismo de fosfoinosítidos
7. Ciclo celular Regulación del paso de G0 a S del ciclo celular, replicación de 
DNA
Tabla IV: Vías de señalización diferencialmente en las células deficientes en SIGMAR1 
(Anotaciones de GO-Complete) 
Proceso/Vía celular ID
Vía de las Rho GTPa-
sas
A2M, ARHGAP1, MYL6, MYH10, ITGB1, MYH9,	VASP,	PFN1,	EZR, 
NGEF, ARHGEF3, A2M, VAV3, AKAP13, ARHGAP18, OCRL, AR-
HGAP26, ARHGAP1, SRGAP3, RHOBTB1, RHOB, ARAP1, MYL6, 
PAK3, MYH14, MYH10, PPP2R5A, DAAM1, ITGB1, TUBA1A, DLC1, 
RACGAP1, CDC42, SYDE2, CHN1, ARHGAP11A, SRGAP1, FGD3, 
FGD4, NF2, MYLK, NUP98, PPP2R5D, RANGAP1, AURKB, KIF2C, 
SEH1L, INCENP, BUB1, TUBB6, SKA2, SKA1, BUB3, TUBB4B, ERC-
C6L, CENPO, CENPN, SGOL1, NF2, NUF2, CENPF,CASC5, CENPE, 
CDC20, MAD2L1, BUB1B, NUP107
Vía Wnt/CTNNB1 RIPK4,CTNNB1*,PZD3,PZD5,PZD7,DKK1,CSNK1E,FRAT2,RU-






Vía de TP53&TP73 LASP1, CDK1, YWHAG, LASP, PHGDH, FDPS, HSP90AB1,  EPHA2, 
PHDG, G6PD, PRDX1, PRDX5,	 TP53,	 ZMAT3,	 SESN1,	 SESN2,	
SESN3, PTEN, CDK2, GTSE1, CCNB1, CCNE2, CASP3, CCND1, 
TNFRSF10B, CCNB2, SERPINE1, MDM2, APAF1, THBS1, PERP, IG-
FBP3, GADD45A, E2F1, E2F2, RPS27L, CX3CL1, PRMT1, PCBP4, 
NDRG1, COL18A1, TP53BP2, HTT, FOXA1, DDIT4, CASP10, AFP, 
DKK1, SP1, BTG2, JUN, CTSD, VCAN, TP53INP1, TP53INP2, 
TP53BP1, TP53BP2, TP53TG1, CCNB1, CDK6, CD4, CCND1, 
CCNB2, MDM2, CDK4, GTSE1, CDK2, ANKRD1, AXIN1, BANP, BLM, 
MAPKAPK5, PSME3, PTTG1IP, RFWD3, TP53I11
en negrita se señalan las proteínas reguladas transcripcionalmente; en cursiva las reguladas post -tran-
scripcionalmente (aparecen en transcriptómica con más de 1000 lecturas por millón y q >0,5); en regular las 
reguladas a nivel de RNA (sólo detectadas en transcriptómica).
*IGFBP3, THBS1, SERPINE1 están sobre-regulados más de dos veces respecto al control, TP53INP2 más 
de 1,5 veces, interacciona con VIMP1, y funciona también como un regulador positivo de la autofagia.
Tabla V Categorías de procesos biológicos de proteínas de citoesqueleto reguladas dif-
erencialmente (en proteómica y transcriptómica /GO Complete) en las células deficientes 
en SIGMAR1
Categoría IDs
Constituyentes del citoesqueleto ACTN2,PFN1,EZR,FLNB,	 KRT8,KRT18,ZYX,TP-
M4,CRSP1,CTNNA1,KRT1,KRT19,MYH9,NES,
Unión a actina PFN1,FLNA,ACTN2,FLNB,CTNNA1,TAGLN2, TAGL-
N,PDLIM1,SPTAN1,PLS3,TWNF1,CORO1C,ACT-
N1,ACTN4
Proteínas con dominios GSN repeat GSN, SEC24C,VIL1,CAPG, SEC24A,SEC24D
Regulación de haces de actina A C T N 4 , A M O T, A P O A 1 , A R A P 1 , A R H G E -




Organización de estructura de acto-
miosina








A C T N 4 , G J C 1 , G P D 1 L , J U P, M Y H 1 0 , M Y -








Regulación del citoesqueleto de mi-
crotúbulos
A U R K A , A U R K B , B R C A 1 , C C N B 1 , C C N -




Transporte basado en microtúbulos AP3B1, APP, BLOC1S2, CDC42, CEP131, HTT, ICK, 
KIF14, KIF1C, KIF4A ,KIF5B, KLC2, MAP1B, NME7, 
RAB6A, SPG11, TTC21A, TUBA1A,TUBB, UCHL1, 
VAMP7, WDR43
Señalización de las Rho GTPasas ABCA1, AGTR1, AKAP13, ALS2CL, APOA1, APOC3, 
APOE, ARHGAP1, ARHGEF10L, ARHGEF28, AR-
HGEF3, ARHGEF39, ARHGEF40, CDH2,CELSR1, 
DLC1, EPS8L2, FARP1, FGD3, FGD4, FLOT1,I TGB1, 
KANK1, LPAR1, NGEF, PAK3, PLEKHG6, RHOB, SR-
GAP1, VAV3, VASP, MYH9, PFN1, EZR
Citoesqueleto cortical ACTN4, CAP1, CDH1, CDH2, DLC1, DMTN, EPB41, 
FLOT1, FLOT2, GSN, HFE, LASP1, LLGL1, LLGL2, 
MED28, MYO1A, NF2, NSMF, PCLO, PLEKHH2, RDX, 
SLC2A1, SPTAN1, TMOD1, TPM4, VCL, WIPF3 
Organización de uniones adherentes SCARB1, SCARB2, ITGAV, ITGA6, ALCAM, ITGB1, 
PLOD2,
CDC42, CDH1, CDH17, CDH2, CDH6, CORO1C, 
DLC1, DLG5, DMTN, JUP, LAMA5, LIMS1, MLLT4, 
MMP14, PKP2, PTEN, PTPN23, PTPRJ, PVRL3, 
RAB8B, RDX, SDC4, THBS1, VCL, PVRL2, CTNNB1
Tabla VI Categorías de proteínas de transporte vesicular reguladas diferencialmente en las 
células deficientes en SIGMAR1
Categoría Componentes
Organización de 
Golgi/ Transporte de 
vesículas en Golgi
AMN, ANKFY1, AP1G2, APP, ARFGEF2, ATP9A,  AREG, ARF1, 
ARL1, ATL2, ATL3, ATP8B1, ATP8B2, C16ORF62, CLTC, COG6,, 
GCC2, CDC42, CDK1, CUL7, FTL, F5, F8, GCC2, GOLGA3,GOL-
GA5, HACE1, HSPA8, HTT, INSIG1, ITM2B, KIF1C, KIFC3, LLGL1, 
MCFD2 , MON2, MYO5A, NSF, OBSL1, OPTN, PKDCC, PRMT5, 
RAB14, RAB29, RAB31, RAB33B, RAB6A, RAB8A, RAB8B, RER1, 
RP2, SEC22B, SEC24A, SEC24C, SEC24D, SEC31A, SERPINA1, 
SNX2, SNX8, STX17, SPPL2A, TAPBP, UBXN2B, USO1,  VAMP3, 






Transporte en TGN y 
endosomas
ABCA1, ANKFY1, ARF1, ARL1, CD63, CDX2, CHMP3, DENND2A, 
DENND3, DENND5A, EEA1, EHD1, EVI5, GCC2, HOOK1, HTT, 
MON2, PTPN23, RAB14, RAB29, RAB6A, RDX, RHOB, RHOBTB3, 
SNX16, SNX2, SNX3, SNX8, SQSTM1, TRAK1, TRIM27, VAMP3, 






KDELR1, KDELR3, SNX2, CHMP3, MVB12B, ANNX2, ABCA1, ANK-
FY1, BLOC1S2, CADPS, CASC5, EEA1, F5, F8, GPR143, MYO7A, 
PIK3C2A,  SERPINA1, VAV3, PVRL2, CTNNB1, USO1, RABAC1, 
RAB14, RAB29, RAB8A, RAB8B, LLGL2, UBXN2B, SYT11, SNX3, 
SNX2,	SNX8,	SDC4,	SDCBP,	LLGL1,	LLGL2,	COPA,	COPB2,COPZ1,	




DNAH14, DYNC1H1, DNAH5, DNAH6, DYNC1LI2, KIF1C, KIF5B, 
ACTR1B, ASPM, KIF18B, KIF2C, KNSTRN, MAPRE2, MYO5A, 
HOOK1
en negrita se señalan las proteínas reguladas transcripcionalmente; en cursiva las reguladas post -tran-
scripcionalmente (aparecen en transcriptómica con más de 1000 lecturas por millón y q >0,5); en regular las 
reguladas a nivel de RNA (sólo detectadas en transcriptómica).
Tabla VII Categorías de proteínas de metabolismo de lípidos reguladas diferencialmente 




ACOT12, ACSF2, ACSL1, ACSL4, APOA1, APOA2, APOB, APOC1, 
APOC3, APOE, APOH, C3, CAT,CPS1,CPT1A,ELOVL5,ELOVL6, 
ELOVL7, FABP1, FASN, GK, GPAM, GPAT3, GPD1L, HACD2, 
HSD17B12, INSIG1, INSIG2, LIPC, LPIN1, LPIN2, MTTP, PCSK9, 




ABHD3, ALG5, APOA1, APOA2, ARF1, CDIPT, CPNE7, CRLS1, 
DOLPP1, DPM2, FADS1, FDPS, FIG4, GPAM, GPAT3, GPD1L, 
HADHA, HADHB, HEXB, IDI1, LPCAT3, LPGAT1, LPIN1, LPIN2, 
MTMR6, MVD, OCRL, PDGFA, PI4K2B, PIGO, PIK3C2A, PIK3C2B, 
PIK3C2G, PIK3CD, PIK3R1, PLA2G4C, PLD1, PLD3, PNPLA3, 
PNPLA8, PTEN, PYURF, SERAC1, SERINC1, SPTLC2, SYNJ1
Biosíntesis de ester-
oles
ACAA2, APOA1, APOB, APOE, C14ORF1, CFTR, CYB5R2, DHCR7, 
FDPS, HMGCS1, HMGCS2, HSD17B7, IDI1, INSIG1, INSIG2, LSS, 
MSMO1, MVD, NPC1L1, PEX2, PRKAA1, SC5D, SREBF1, TM7SF2
Metabolismo de PI y 
fosfoinosítidos (PIs)
ARF1, PIP4K2A, PIK3IP1, PIK3R1, PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3CD, 






Proteínas de unión 
a fosfatidil inositol 
(PI)/ proteínas con 
dominios de unión 
a PIs : PH (PI4P; 
PI4,5; PI3,4,5P3) PX, 
FYVE(PI3P)
ANKFY1, ARAP1, EEA1, EPB41 ,FES, GAB2, HIP1R, ITPR2, ITPR3, 
OSBP, OSBP2, PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3C2G, PLD1, PLEKHA1, 
PLEKHA2, PLEKHA8, RACGAP1, SCARB1, SESTD1, SGK1, 
SNX13, SNX14, SNX16, SNX2, SNX24, SNX3, SNX8, TUB, TULP3, 
TWF1, VIL1, PFN1, EZR,	WDFY1,	WIPI1,	ZCCHC,	ZFYVE1
PITPNM1*
Proteínas de trans-
porte de lípidos y fos-
folípidos
GLTP, PLEKHA8,OSBP, OSBP2, PITPNM1*, FABP1,
ABCA1, APOA1, APOA2, APOB, APOC1, APOC3, APOE, ATP10D, 
ATP8A1, ATP8B1, ATP8B2, ATP9A, SCARB1, TMEM30A, RBP4, 
SLC22A9, SLCO1B
en negrita se señalan las proteínas reguladas transcripcionalmente; en cursiva las reguladas post -tran-
scripcionalmente (aparecen en transcriptómica con más de 1000 lecturas por millón y q >0,5); en regular las 
reguladas a nivel de RNA (sólo detectadas en transcriptómica).
* PITPNM1 está inducida a nivel de RNA pero presenta niveles de proteína casi sub-expresados (0,67 
q=0,075).
Tabla VIII Genes de respuesta a estrés de ER (UPR) diferencialmente en las células defici-
entes en SIGMAR1 
Tipo de regulación Componentes - Símbolo del Gen
Localización (sobre-regulado) SEC62
Plegamiento de proteínas (sobre-regulados) ERO1A*, ERP29, 
P4HB,  PDIA3, PDIA5, PTPN1, UGGT1, 
HSPA5, AARS, TMX4, ST13, HSP-
90AB1, AHSA1, FKBP10
(sub-regulados) DNAJB11, FKBP14, 
HYOU1 (via IRE1)
Exportación a Golgi (sobre-regulados) SEC31A, KDELR3, 
YIF1A
Degradación proteolítica (sobre-regulados) AIFM1, EDEM1, 
EDEM2, EDEM3, CASP4, CUL7, 
PARK2, YOD1, UBE2G2, UBE2J2, 
DERL1, UBXN4, UFL1
(sub-regulados) SGTA
Factores de transcripción (sobre-regulados) JUN, TP53
(sub-regulados) CREB3L1, NFE2L2 (vía 








CCND1, PIK3R1 (programa celular)
ACADVL (homeostasis de lípidos) 
APAF1, TNFRSF10B (apoptosis) 
WIPI1 (autofagia, vía IRE1)
EIF2AK3,CXCL8, FLOT1 (vía PERK)
FAM129A, GFPT1, TPP1, TSPYL2 (vía 




LMNA (vía IRE1) 
SDF2 (ERQC?)
en negrita se señalan las proteínas reguladas transcripcionalmente; en cursiva las reguladas post -tran-
scripcionalmente (aparecen en transcriptómica con más de 1000 lecturas por millón y q >0,5); en regular las 
reguladas a nivel de RNA (sólo detectadas en transcriptómica).
* ERO1 está inducida a nivel de RNA (1,38 q=0.00000007), y en proteómica 1,26 q=0,062.
Tabla IX Categorías de proteínas de proceso catabólico de proteínas reguladas diferencial-
mente en las células deficientes en SIGMAR1 
Categoría Componentes - Símbolo del Gen
Sistema autofago-li-
sosomal
SQSTM1, PIK3C3, PIK3IP1, PIK3R1, PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3C2A, 





UBE2H, ITCH, UBE2G2, UBE2L6, NEDD4, WWP1, UBE2C, UBA2, 




ANAPC15, ANKIB1, AURKA, AXIN1, BUB1, BUB1B, BUB3, CCNB1, 
CDC20, CDC23, CDC27, CDC6, CEBPA, CENPE, CENPF, CLU, 
CSNK1E, DLGAP5, ESPL1, HFE, HSP90AB1, MAD2L1, MAD2L2, 
MDM2, NFE2L2, PARK2, PBK, PSME3, PTEN, RNF144A, SGTA, 













Ubiquitinación K48 HACE1, ITCH, KLHL3, NEDD4L, PARK2, RNF146, RNF152, TN-
FAIP3, TTC3, UBE2C, UBE2G2, UBE2H, UBE2T
ERAD UBXN4, EDEM1, EDEM2, EDEM3, UBE2G2, DERL1, PARK2, YOD1, 
UBE2J2, SDF2
Tabla X: Proteínas relacionadas con el ciclo celular  diferencialmente en las células defici-
entes en SIGMAR1 (Anotaciones de GO) 
Proceso biológico ID
Ciclo celular ARF1, CDH1, CDK1, YWHAG, YWHAH, SEPT2, MYH10, RCC1, 
CKAP4, MYO1B, S100P, CALM1, E2F1, E2F2, ANAPC13, TTK, 
TGFB1, CCNE2, CDC45, MCM7, BUB1, ORC6, ORC1, CCNA2, ORC2, 
BUB3,CDC7, CDC6, CDK1, TP53, CDC23, CDC20, CDK6, ESPL1, CD-
C25C,CDK4, CDK12, MCM2, MCM3, MCM4, MCM5, CDC27, WEE1, 
SMC3, MCM5, CDK2, CCNB1, MAD2L1, CCNB2, MDM2, BUB1B, 
MAD2L2, GADD45A, ORC1L, ORC1, TTK, BUB3, AUNIP, SMC3, CCNF, 
FGF19, CCNA2, KIF18B, SCML2, NAP1L1, CEP152, LIMK2, MYO1A, 
RCC1, CCND1, E2F8, MAPK4, SAMD11, TUBB, TUBB2C, TUBB4B, 
SET, CDC20, PPP2R4, XRCC2, TBRG4, MAD2L2, BRIP1, E2F1, E2F2, 
STK35, CDC23, UBE2C, EXO1, CDK2, TUBB2A, MAPK12, ESPL1, 
BCCIP, DLC1, DNCL1, DYNLL1, ORC6, PPP1CA, SAMD1, TOP2A, 
MAD2L1, MYCN, ICK, MCM4, TPX2, DSCC1, CCNB1, PCNT, ADAR, 
CDCA5, ESCO2, NUF2, EBF3, CDC27, CCNB2, NCAPG, LATS2, 
TUBB6, ERCC4, MCM7, ORC2, AKAP8, MCM8, CDC2
en negrita se señalan las proteínas reguladas transcripcionalmente; en cursiva las reguladas post -tran-
scripcionalmente (aparecen en transcriptómica con más de 1000 lecturas por millón y q >0,5); en regular las 
reguladas a nivel de RNA (sólo detectadas en transcriptómica).
Tabla XI: Proteínas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas encontradas dif-
erencialmente expresadas (q < 0,05) en la proteómica diferencial de células deficientes en 
SIGMAR1 (Base de datos Disgenet).
Enfermedad Proteínas reguladas por SIGMAR1
AD A2M,  AGT,  AHSA1,  ANXA5, CA2, CALM1, CAT, CDK1, CPT1A, CTN-
NB1*, CTSD, CXADR, EEF1A2, FARP1, FDPS, FN1, GAPDH, GLB1, 
GLO1, GSN, GSTO1, HPGD, HSPB1, IGF2R, ITGAV, ITGB1, KRT8, 
MAOB,	 OSTF1,	 PDLIM1,	 PRDX1,	 PTPN1	 ,PYGB,	 PZP,	 RPS6,	 RTN4,	






ALS/ MND AGT, CAT, ELAVL1, FNDC3A, GAPDH, GSTO1, HPGD, HSPB1, IGF2R*, 
P4HB, PFN1*, PHGDH, RTN4, SQSTM1, RPS6, VIM, ANXA2*
PD A2M,	ALDH1A1,	CAT,	CRYZ,	CTSD,	FARP1,	FTL,	GSTO1,	HNMT,I GF2R*, 
MAOB, NSF, PRDX5, RPL6, SCARB2, SQSTM1, UCHL1, YWHAH
HD ABAT, AIFM1, CAT, EEF1A2, FLNA, GAPDH, GLO1, MAOB, SERPINB6, 
SQSTM1, UCHL1
Excepto las proteínas subrayadas todas están reguladas transcripcionalmente, las q tienen asterisco son 
consideradas post-transcripcionalmente reguladas (más de 1000 lecturas por millón, q >0,5).
Tabla XII: Genes diana de factores de transcripción regulados diferencialmente en las 
células deficientes en SIGMAR1




en proteómica y tran-
scriptómica
SP3 ABCA2, ABCC6, AKR1C1, ASPH, CDH2, CXCL1, COL2A1, CY-
P27A1, ENPP2, FCGRT, FN1, GLTP, G6PD, HSD17B2, IGFBP3, 
IP6K2, ITGA5, ITGAV, KDM5B, MAOB, PDCD4, PLA2G7, PLD1,-
PROS1, SERPINE1, SLC47A1, STAT1, TGFBI, TNIP1, TP53, VIM, 
ABCG2, BRCA1, CCND1, CDC25C, CXCL5, DLC1, E2F1, EXO1, 
HMGA1, ID4, MYCN, SLC19A3, SLC1A3, SLC23A2, SP1, TGF-
BR2, TOP2A, TXNRD1 
SREBF2 ABCA1, CXCL8, FDPS, HSD17B7, LRP1, PCSK9, PON1, 
SCARB1, TM7SF2, UCP2, MTTP*
JUN ABCC3, APOA2, APP, CXCL8, CYBA, ENPP2, FN1, GSS, HPGD, 
ITGA5, JUN, LOX, NR0B2, NTS, PARK2, SERPINE1, SOD2, TP53, 
VCAN, VIM, APOM, BRCA1, CCND1, CDX2, CTGF, EDN1, MT2A, 
PEA15, PES1, SLC3A2, SULT2A1 
TP53 APAF1, APOB, APP, AREG, EPHA2, CX3CL1, FDPS, GADD45A, 
G6PD, IGFBP3, LASP1, LRP1, NDRG1, PPARGC1A, PTEN, 
RPS27L, SESN1, TNFRSF10B, TP53, TP53INP1, PRDX1, PRDX5, 
BANP, CDC20, DKK1, DUSP14, DUSP4, HRAS, HSP90AB1, 
MDM2, MFN2, NEK2, PHGDH,SUB1,TRPC6,YWHAG 
USF1 APOC3, APOE, APP, ASPH, CEACAM1, CEBPA, CTSD, DPP4, 
IGF2R, PLA2G4C, SERPINE1, TNFAIP3, CCNB1, CCND1, CDK1, 
ID4, ISG20, SLC1A3, SLC23A2
NFYB ALDH1A1,TAX1BP3, ALB, EPHX1, HMGCS1, PGM3, PNRC1, 
PTPN6, RWDD2A, THBS1, CDC25C, CDK1, MDC1,TGFBR2, TO-
P2A, PHGDH









HIF1A AGT, ATP1B1, CDH1, CEBPA, CLU, CXCL8, EGLN1, GPX8,ITGB1, 
KITLG, LPIN1, LRP1, NAMPT, NDRG1, NEDD9, PFKFB3, PGF, 
PGK1, PPP1R3C, PROX1, SERPINE1, SLC16A3, SREBF1, TF, 
TFRC, VLDLR, WSB1, AURKA, EDN1, EIF3I
SREBF1 CASP2, FASN, FDPS, FEM1B, HK2, HSD17B7, KCNJ3, LPIN1, 
LRP1, NR0B2, PCSK9, PNPLA3, SLC25A1, SREBF1
RELA ALCAM, B2M, CX3CL1, CXCL1, CXCL10, CXCL8, CYBA, FN1, 
GADD45A, HLA-A, LOX, MGMT, NAMPT, OPTN, PLA2G4C, PLD1, 
PTEN, PTPN6, SDC4, SERPINE1, SOX9, TNFAIP3, TNFRSF10B, 
TNFSF10, TNIP1, TP53, WNT5A, ADAMTS9, CCND1, CDK2, 
CDX2, CTGF, ELAVL1, SLC1A3, SP1
TFAP2A ABCA1, ADM, APOB, APOE, APP, C3, CDH1, CEACAM1, CEBPA, 
CGA, ERBB2, FMR1, HTT, JUN, PTEN, SLC12A4, SOD2, VCAN, 
CCNB1, FOXA1, FXR2, MT2A, ODC1
HNF1A AFP, AGT, ALB, AMBP, APOA2, APOB, F8, NPC1L1, SERPINA1, 
SERPING1, SLC22A9, SLCO1B1, APOH, CDH17, CFTR, SI, 
SLC22A10
HNF4A AGT, AGTR1, AMBP, APOA1, APOB, APOC3, CD63, CEACAM1, 
CYP27A1, F10, F11, GK, HSD17B7, LIPC, MST1, PPARA, SERPI-
NA1, TF, APOM, CDX2
NFYA EPHX1, FDPS, GADD45A, LPIN1, PNRC1, PROS1, RHOB, SER-
PINE1, CCNA2, CCNB1, CDC25C, CDK1, E2F1, ODC1, SLC23A2, 
TGFBR2
XBP1s ACADVL, CUL7, EDEM1, GFPT1, KDELR3, PDIA5, SEC31A, 
SEC62, TPP1, TSPYL2, WIPI1, YIF1A, PTPN1, GFPT1, DNAJB11, 
FKBP14, LMNA, HYOU1, HDGF
SMAD3 ANKRD1, ATP1B1, CCL20, JUN, LPAR1, PLOD2, RHOB, SER-
PINE1, TAGLN
AP-1 (ATF2-JUN) ADM, APOE, CXCL8, DPYD, GBA, HPGD, ITGA5, JUN, MMP11, 
NTS, PDGFA, RBP4, SERPINE1, TGFB1, TIMP1, TP53 
NR2F1 (NRF2) AGT,APOA1,APOA2,APOB,APOC3,LIPC,TF
NFkB ABCC6, APP, CCL20, CXCL1, CXCL10, CXCL8, F8, TNFAIP3, 
TP53, CCND1, MYLK, NOLC1, SLC3A2
STAT3 STAT3, ADM, AGT, CD46, GLIPR1, PGK1, PROS1, SERPINA1, 
CCND1, CTGF, IL6ST, ROR1
E2F1 APAF1, THBS1, AURKA, AURKB, BRCA1, CCNB1, CCND1, 
CDC6, CDK2, DSCC1, DUSP4, HMGA1, KIF23, MYCN, PA2G4, 
POLE2, RACGAP1, RBM38, SP1
E2F4       TP53, AURKB, BRCA1, CCNB1, CDC6, CDK1, LPAR1, POLE2
CREB1 AREG, ASAH1, CDH1, CGA, CXCL8, ENPP2, FN1, GC-
H1,LAPTM4B, NTS, PGF, PPARGC1A, PTGER4, SERPINE1, 
SOD2, SOX9, BRCA1, CCNA2, CCND1, CD55, CFTR, EXO1 
,FOXA1, NOLC1, PBK, S100P, SLC39A1
MYC CXCL8, ERBB2, SERPINI1, TNFRSF10B, BRCA1, CCND1, CDK4, 






FOXA1 AMBP, APOA1, APOB, CDH1, EPHX1, TF,UCP2, CDC6
SP1 ARF1, IFNB1, ISG56, IRF9
CTNNB1 MYCN, JAG1, CCND1
en negrita se señalan las proteínas reguladas transcripcionalmente; en regular las reguladas a nivel de RNA 
(sólo detectadas en transcriptómica); en cursiva se representan las sub-reguladas o reprimidas, en cada 
caso.
Tabla XIII: Componentes específicos de los purificados de SIGMAR1-TAP clasificados de 




TMEM109, SLC19A2, SLC22A9, SLC39A14, ATP1A1, SLC2A2, AT-
P2A2
Chaperonas HSPA8, CANX, HSPA5, DNAJC22, LMF2





PIGU, CHPT1, ORMDL2, HACD3, CERS2, FADS2, HMGCR, CDS1, 
FADS1, PLSCR1, DHCR7, SCD, DHCR24, AGPAT2, GPAT4, CDS2
Transporte de vesícu-
las
GOLT1B, REEP6, YIPF4, CD63, YIPF5, TMEM41B, RER1, REEP4, 
ARL6IP1,	 SNX14,	 KDELR1,	 CHP1,	 ZFYVE27,	 SURF4,	 SNX13,	
SNX14, TMEM33

